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Katalyse von Oxydoreduktionen durch die Blutfarbstoffe. °) 
Von 


Werner Lipschitz. 
Mit 6 Figuren im Text. 


—————- ae 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Mirz 1926.) 


L 


An Katalysatorwirkungen, die dem Blutfarbstoff selbst 
zukommen, war bisher nur die peroxydatische bekannt, die 
kirzlich von Willstatter und Pollinger*) an Hand der 
Reaktion 


Pyrogallol + H,O, ae. ee Purpurogallin 


eingehend studiert wurde. Sie kamen zu dem Ergebnis, daB 
die optimal peroxydatische Wirkung des Oxyhimoglobins erst 
nach Entfernung der stérenden Katalase*) durch Umkrystalli- 
sieren erreicht wird, daB neben dem Blutfarbstoff keine spezi- 
fische Peroxydase fiir die Reaktion in Betracht kommt, und daB 
Oxyhimoglobin eine vergleichsweise schwache Peroxydase ist. 

Eine weitere Blutfarbstoffkatalyse wurde von R. L. Mayer‘) 


fir das System 


Chiont'+ KJ —— > 7, 








1) Der Inhalt der nachfolgenden Untersuchung wurde z. T. in der 
physiologisch-pharmakologischen Sektion auf der Versammlung deutscher 
Naturforscher und Arzte Sept. 1924 2u Innsbruck vorgetragen. 

®) Diese Zs. Bd. 130, S. 279 (1923). 

5) H. Wu [Jl. of Biol. Chem. Bd. 2, Nr. 2, S. 195 (1923)] nimmt auch 
eine Katalasewirkung reiner Himoglobine an. 

*) Arch, fiir exper. Pathol. Bd. 95, S. 351 (1922). 
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aufgefunden und ibre Kinetik durch Bestimmung des gebildeten 
Jods untersucht; allerdings wurde die Umwandlungsart und 
-geschwindigkeit des Chlorats (in Chlorid; v. Mering?) nicht 
verfolgt. Mayer gelangte durch Vergleich mit der Chlorat— 
Jodkalikatalyse durch Ferrosulfat zu der Auffassung, daB auch 
die Methimoglobin- und Jodbildung durch Chlorat eine Eisen- 
katalyse sei. 

Kine dritte Himoglobinkatalyse ist bei dem oxydo-reduk- 
tiven Zerfall des Hydroxylamins realisiert (Lipschitz und 
Weber’), deren genauere Untersuchung im folgenden durch- 
gefiihrt wird. : 

Nachdem sie in ihrem wesentlichen Teil beendet war, 
erschien eine Arbeit von M. EK. Robinson’), auf die noch 
einzugehen sein wird. Es ergab sich, daB Oxyhimoglobin, 
Methimoglobin, Kohlenoxydhimoglobin, Cyanhimoglobin — 
aber auch Himin die Oxydation von Leinél mittels gasférmigen 
Sauerstoffs katalysieren. 


Il, 


In der friiheren Mitteilung*) wurde gezeigt, daB aus NH,OH 
durch Blutfarbstoff Ammoniak in betrachtlicher Menge kata- 
lytisch entsteht, und da8 die Methimoglobinbildung abhingig 
von dieser katalysierten Reaktion ist — nicht aber umgekehrt 
die Ammoniakbildung von der Umwandlung des Blutfarbstoffes 
in Methimoglobin; denn auch Methimoglobin erwies sich noch 
als katalytisch wirksam. Andererseits war die NH,-Ausbeute 
bei Verwendung von reduziertem Himoglobin héher als von 
Oxyhimoglobin. 

III. 


Die Kinetik der Hydroxylaminkatalyse, die zu Ammoniak- 
bildung fihrt, ergab sich aus folgenden Beobachtungen. 

Katalytisch unwirksam waren: Atmende Froschmusku- 
latur, Blutkohle, Gallenfarbstoff, Chlorophyll, Himin 





1) Das chlorsaure Kali, Hirschwald 1885. 

*) Diese Zs. Bd. 182, S. 251 (1924). 

8) Biochemical Jl. Bd. 18, Nr. 1, S. 255 (1924). 
*) Lipschitz u. Weber, a. a. O. 
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(Haimatin), also die globinfreie prosthetische Gruppe des Himo- 
globins, endlich ein aus Meerrettichwurzeln gewonnenes,. per- 
oxydatisch stark wirksames Priparat. 

Umgekehrt bildete sich durch krystallisiertes Oxyhimo- 
globin (vom Pferd) unter milden Bedingungen rasch aus Hydr- 
oxylamin Ammoniak, dessen Menge mit steigender Katalysator- 
menge bis zu einem Maximum steigt. 


"W4“oNH, gebildet aus 30my NH, OH-HCL (2 Mol} 
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DaB bei unzureichender Farbstoffmenge die Reaktion un- 
volistindig verliuft, also wirklich noch unzersetztes Hydroxyl- 
amin vorhanden ist, wurde dadurch bewiesen, daB nachtrig- 
licher Katalysatorzusatz die NH,-Ausbeute hinauftreibt. 

Ganz entsprechende Beobachtungen wurden an Lésungen 
von defibriniertem Blut oder von zentrifugierten Erythrocyten 
gemacht. Der Verlauf der NH,-Ausbeuten bei Anwendung 
steigender Hydroxylaminmengen hingt stark von den anwesenden 
Blutfarbstoffmengen ab, d.h. bei wachsendem MiBverhiltnis 
von Substrat- und Katalysatorkonzentration sinkt der Umfang 
der katalysierten Reaktion. 


Fiir diese Reaktionsverminderung ist nicht etwa der 
1* 
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Umstand verantwortlich, daB eine immer geringere Menge 
Oxyhimoglobin und immer gréBere Menge Methimoglobin mit 
den noch unzersetzten Molekiilen Hydroxylamin in Reaktion 
tritt. Vergleicht man niimlich die NH,-Ausbeuten, indem man 
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Fig. 2. 


in der einen Versuchsreihe die ganze Hydroxylaminmenge auf 
einmal zu der Blutlésung flieBen l4Bt, in der parallelen Versuchs- 
rethe aber nur 2 Mol NH,OH zugibt und nach Pausen von 
je ‘/,—1 Stunde weiter nur je 2 Mol, so erhalt man im letzteren 
Falle weder geringere noch gréBere Ammoniakmengen. Also 
ist die mit steigender Hydroxylaminkonzentration relativ immer 
weiter absinkende Umsetzung unabhingig von den besonderen Ver- 
suchsbedingungen und mit dem Wesen dieser Katalyse verkniipft. 

Fiigt man andererseits alle méglichen Reaktionsprodukte 
des Hydroxylamins: NH,, N,, N,O, NO, Nitrit, Nitrat in den 
in Betracht kommenden Mengen zu der Blutlésung vor Zusatz 
des Hydroxylamins selbst, um die Reaktion zuriickzudringen, 
so wird dadurch die Hydroxylaminkatalyse doch nicht wesent- 
lich gehemmt. 

Damit wird auBerordentlich wahrscheinlich, daB das Hydr- 
oxylamin selbst die Reaktion hemmt und die Umsatz- 
kurven Adsorptionsisothermen darstellen, da8 sich also 
die Katalyse an den kolloiden Himoglobinteilchen abspielt 
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und der mit steigender Hydroxylaminkonzentration verminderte 
Umsatz durch die relativ verminderte Adsorption des Hydroxyl- 
amins bedingt ist. Diese Auffassung lieB sich in unserem 
Fall nicht direkt beweisen, jedoch fanden Willstatter und 
Pollinger') bei Untersuchung der Peroxydasewirkung der 
Oxyhamoglobine ahnliche Wirkungskurven und konnten den 
Beweis fiir am Katalysator adsorbiertes hemmendes Hydro- 
peroxyd exakt liefern. : 

Auch die Kurven von M.E. Robinson?), die die Ab- 
hingigkeit der Geschwindigkeit der Leinéloxydation von der 
Himoglobinmenge darstellen, entsprechen unsern Befunden. 

Mit der erwahnten Auffassung steht auch im Einklang, 
daB ein zweites aus der Hydroxylaminzersetzung direkt hervor- 
gehendes Reaktionsprodukt: Stickstoff entsprechende Aktivitits- 
kurven fiir den Blutfarbstoff ergab wie das Ammoniak. 


N, gebildet 
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Eigenartig erscheint die Unabhangigkeit der Katalyse von 
andern die Oberflachenentfaltung betreffenden Einfliissen: Die 
Ammoniakbildung ist unabhingig davon, ob der Blutfarbstoff 
als 10°/,ige, 40°/,ige oder 100°/,ige Blutlésung verwendet 
wird, ferner dayon, ob sie einen Zusatz von 2—6 Mol Athyl- 
alkohol erhielt, obwohl bei der héchsten Konzentration das 
Hémoglobin nach einigem Stehen bereits zu flocken begann. 
Ohne hemmenden Einflu8 war ferner vorherige vollstandige 
Ausfallung mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach Rona und 
Michaelis, wobei ein UberschuB des Fallungsmittels vermieden 
wurde; ebensowenig war eine Anderung des Prozesses durch 
vorherige Réntgenbestrahlung der 10°/,igen Blutlésung zu 
beobachten. 

Auch sonst liegen fiir ein derartiges Phinomen schon Beobachtungen 
vor: Saccharase, die an Eisenhydroxyd oder Aluminiumhydroxyd 'ge- 
bunden ist, wirkt nach Michaelis‘) nicht weniger stark enzymatisch 
als das freie Enzym. Bei Peroxydase bewirkt die Bindung an die 
Pflanzenfaser nach Willstaitter’*) einen besonders glatten Verlauf der 
Purpurogallinreaktion. Xanthinoxydase aus Milch behilt nach Dixon 
und Thurlow*’) bei Adsorption an Tonerde oder Filterpapier ihre 
Wirksamkeit. 


Umgekehrt ist die Katalyse ziemlich empfindlich gegen 
erhéhte Temperaturen, offenbar, weil durch derartige Vor- 
behandlung der Blutfarbstoff in Globin und Himatin gespalten 
wird, nur das gesamte System aber: Globin +- prosthetische 
Gruppe — im Sinne Willstitters: chemospezifische Gruppe 
+ kolloidaler Trager — katalytisch wirksam ist. 

Ganz entsprechend fand Willstatter die peroxydatische 
Wirkung kurz aufgekochter Oxyhimoglobinlésung nur etwa 3/, 
so groB wie die ungekochter. 

Fir die Beobachtung von R. L. Mayer, daB bereits Vor- 
behandlung der Blutlésung durch lingeres Erwirmen auf 37° 





1) Biochem. Zs. Bd. 7, 8. 491 (1907). Siehe auch Meyerhof, Pfliigers 
Arch. Bd. 157, 8.280 (1914); Nelson u. Griffin, Jl. Am. chem. Soc. 
Bd. 38, S. 1109 (1916). 

*) a. a. 0. 

5) Biochemical Jl. Bd. 18, Nr. 5, S. 971 (1924). 
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die Chloratkatalyse zerstért, wurde bei der Hydroxylamin- 
katalyse kein Analogon gefunden. 


Reaktions- 


schwindigkeit 
J ye J 
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. 20° (34)37° (20956° (1')100° 
Fig. 4. 
Vorbehandlung der Blutlésung. 



































Die hemmende Wirkung der Blaus&ure erwies sich 
gegeniiber der hier studierten Blutkatalyse als sehr gering im 
Vergleich zu andern Eisenkatalysen an chemisch definiertem 
oder biologischem Material. Auch wenn man Hamoglobin iiber 
Methiimoglobin durch KCN in Cyanhimoglobin iiberfiihrt, be- 
tragt dessen Wirksamkeit mehr als 50°/, der Oxyhaimoglobin- 
katalyse. Nach Robinson ist die HCN-Hemmung bei Ver- 
wendung von krystallisiertem Blutfarbstoff noch geringer. 


IV, 


Als Beobachtung von wohl allgemeinerer Bedeutung ist die 
katalytische Verschiedenheit von Oxyhamoglobin und 
reduziertem Himoglobin zu erwahnen: Wahrend unter 
optimalen Bedingungen aus 1 Mol NH,OH durch Oxyhimo- 
globin etwa 1/, Mol NH, entsteht, wird durch reduziertes Hb 
etwa '/, Mol NH, gebildet. | 

Man konnte vermuten, da8 dieser Unterschied nur infolge 
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einer oxydativen Zerstérung des Hydroxylamins durch den 
Oxyhamoglobinsauerstoff bewirkt wird; als jedoch das reduzierte 


Gebildet aus 30mg NH,0H-HCL 
cem "Yvo Ni, =2 Mol 
9 
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Hamoglobin unter strengem Ausschlu8 von Sauerstoff wiederum 
| in Kohlenoxydhamoglobin umgewandelt wurde, sank die Aus- 
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beute an NH, aus NH,OH wieder auf +/, Mol zuriick, ohne 
daB sich iibrigens die Farbe des CO-Hb bei der Reaktion 
verinderte. 

Entgegengesetzte Verinderungen wie in der Ammoniak- 
bildung traten bei der Umwandlung von Hydroxylamin in N, 
und Nitrit + Nitrat ein. Da auch bei Priifung anderer Blut- 
farbstoffderivate (Methimoglobin, NO-Hb) sich ergab, daB das 
reduzierte Himoglobin eine Sonderstellung als Katalysator 
einnimmt, ist wohl die Absattigung freier Valenzen als maB- 
gebend fiir die Wirkungsverschiedenheit zu betrachten. 

Damit ist natiirlich noch nichts tiber das Wesen der Er- 
scheinung ausgesagt, denn wir wissen’), dab z. B. mit der 
Bindung von Sauerstoff oder Kohlenoxyd die Dissoziations- 
konstante einer sauren Gruppe des Hamoglobinmolekiils wesent- 
lich vermehrt wird: 


kp ies 1", ho’ _ keo’ om 107 &82 , * 

Andererseits hat iiber die Bedeutung des Sauerstoffs fir 
Oxydations- und Reduktionskatalysen eine lebhafte Diskussion 
eingesetzt; hier sei nur erwdhnt, daB sauerstoffhaltiger und 
sauerstofilarmer Platinmohr qualitativ verschiedene Kataly- 
satoren sind.°) 

Da nach den neueren Beobachtungen die Rolle des Blut- 
farbstoffes keineswegs auf die Funktion des Sauerstofftransports 
beschrankt ist, 148t sich von der hier beobachteten katalysatori- 
schen Verschiedenheit des arteriellen und vendsen Blutes auch 
fir den Ablauf des physiologischen oxydoreduktiven Stoff- 
wechsels Entsprechendes erwarten. Es sei nur auf die von 
M. E. Robinson (unter Hopkins) durchgefihrte Studie tiber 
die Katalyse der Leinéloxydation durch Blutfarbstoffe ver- 
wiesen und speziell erwihnt, daB auch dieser Autor Oxyhimo- 
globin, Methimoglobin und Kohlenoxydhimoglobin von gleicher 





1) Vgl. A. V. Hill, Naturwissensch. Bd. 12, Heft 26, S. 517 (1924). 

*) Hastings, Baird, Sendroy jr, Murray, Heidelberger, 
Jl. of Biol. Chem. Bd. 61, Nr. 2, S. 317 (1924). 

*) Vgl. die Ubersicht von R. Kuhn, Naturwissensch. Bd. 13, Heft 9, 
S. 169 (1925); E. Waldschmidt-Leitz u. Seitz, Chem- Ber. Bd. 58, 
S. 563 (1925). 
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sauerstoffibertragender Wirksamkeit, das Fe-freie Haimato- 
porphyrin dagegen unwirksam fand; allerdings katalysiert nach 
Robinson, wie erwahnt, auch Himin die Leinéloxydation — 
im Gegensatz zu unseren Erfahrungen an Hydroxylamin. 


V. 


An Reaktionsprodukten des durch Blutfarbstoff kata- 
lytisch zerfallenden Hydroxylamins wurden Ammoniak, gas- 
formiger Stickstoff, Nitrit und Nitrat gefunden, Stick- 
oxydul und Stickoxyd in betrachtlicheren Mengen vermibt. 

DaB der Stickstoff unmittelbar aus dem Hydroxylamin- 
zerfall hervorgeht und nicht erst durch sekundire Zersetzung 
primir entstandenen Ammonnitrits gebildet wird, ist sehr 
wahrscheinlich, l4Bt sich aber nicht scharf beweisen. Denn 
der Versuch, zu Blutlésung Ammonnitrit zuzusetzen und auf 
Stickstoff zu priifen, beweist bei negativem Ausfall nichts, weil 
Ammonnitrit in statu nascendi an den katalytischen Wirkungs- 
orten anders reagieren kénnte, als wenn es in verdiinnter 
Lésung zugegeben wird. Die recht konstante Ausbeute an 
Stickstoff andererseits neben unveriindertem Ammonnitrit spricht 
mehr fiir ein Nebeneinander der Entstehung. 

Umgekehrt ergab sich, da® die Ausbeute an Nitrit nicht 
nur von der Hydroxylaminkatalyse abhingt, und daB die 
studierte Reaktion durch einen zweiten Vorgang kompliziert 
wird. Das Nebeneinanderauftreten von Nitrit und Nitrat ist 
vielleicht so aufzufassen, da& Nitrit sekundir in Nitrat 
wiederum unter aktiver Beteiligung des Blutfarbstoffes 
umgewandelt wird. . 

Welche Regeln fiir diesen Vorgang maBgebend sind, bleibt 
noch zu priifen. Jedenfalls wurde beobachtet, daB bei Ver- 
wendung von Blutkérperchen verschiedener Tiere (Rinder) zwar 
die Gesamtausbeute an Nitrit + Nitrat aus Hydroxylamin so 
konstant war wie die von Ammoniak und N,, da6 aber das 
Mengenverhiltnis Nitrit: Nitrat trotz gleicher 4uBerer Versuchs- 
bedingungen au8erordentlich schwankte; mitunter wurde fast 
nur Nitrit, mitunter vorwiegend Nitrat gefunden. Die Ursache 
liegt in der Wirkungsweise des katalytischen Systems; wurde 


as 
es. 




















Katalyse von Oxydoreduktionen durch die Blutfarbstoffe. 11 


nimlich das Blut des gleichen Tieres mehrfach gepriift, so 
blieb das Ausbeuteverhiltnis Nitrit: Nitrat etwa das gleiche, 
Vielleicht liegen hier Verhialtnisse vor, wie sie Paul Haas 
und Th. G. Hill') in der ungekochten Milch fanden: die un- 
bekannte thermolabile koagulierbare Substanz, die Nitrit zu 
Nitrat oxydiert, ,,[tat“, wird bei der Reaktion zerstért. 

Der Hydroxylamin-N wurde bei vollstandiger Zersetzung 
von 2 Mol NH,-OH durch 1 Mol Oxyhimoglobin in den Reaktions- 
produkten mit ausreichender Genauigkeit quantitativ wieder- 
gefunden: 





























Katalysator HbO, Hb 
NH, 33°/, 4/49 Mol 50 ¢/, 1/, Mol 
ae 40 5/49 31,3 1/, 
N,O — — Spur — 
ea — — o — 
NaNO, + NaNO, 22,5 he 7,6 Ihe 
95,5 °/, 1 Mol 88,9 °/, 11/¢ Mol 


Das beim reduzierten Himoglobin immerhin merkliche 
und konstante Defizit von etwa 11°/, an Hydroxylamin-N 
kénnte sich durch Bildung kleiner Mengen von Stickoxyd- 
himoglobin erkliren oder durch Bindung von unzersetztem 
Hydroxylamin an Methamoglobin, wobei daran zu erinnern ist, 
daB nach Ebler und Schott?) auch zwischen Hydroxylamin und 
Ferrihydroxyd sich eine unbestindige Verbindung bilden kann. 

Entsprechend dem komplizierten Verlauf der Hydroxyl- 
aminkatalyse ist eine einfache Formulierung der Reaktion nicht 
moéglich; folgende vielmolekulare Gleichungen entsprechen etwa 
den experimentellen Beobachtungen 


1. 24NH,OH + 9[+ 2] 0 
12 HbO, 





> 8NH, +5N, + 6HNO, [Nitrat] + 21H,0. 
2. 12NH,OH 


che» 6NH, +2N, + HNO, [Nitrat] + 7H,0(+ 0,)(+ NH,OH). 
Es verdient Beachtung, daB die zur Bildung der ge- 








1) Biochemical Jl. Bd. 17, Nr. 6, §. 671 (1923). 
2) Jl. fir prakt. Chem. N. F. 78, S. 336 (1908). 
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fundenen Mengen von Oxydationsprodukten des Hydroxylamins: 
Stickstoff und Nitrit notwendigen Mengen Sauerstoff durch das 
Oxyhamoglobin zur Verfiigung stehen, — und da8 dies auch 
der Fall ist, wenn die Umwandlung von Nitrit in Nitrat 
quantitativ wire. 

Wichtiger aber scheint — besonders fir die Aufklarung 
des Verhaltnisses von Methamoglobin zu Hamoglobin —, 
da8 bei Verwendung von reduziertem Hamoglobin die durch 
die Reduktion von Hydroxylamin frei werdenden Sauerstoff- 
fiquivalente zur Bildung der in Formel (2) angegebenen Mengen 
von Oxydationsprodukten selbst bei Beriicksichtigung von 
1/,, Mol unzersetzten Hydroxylamins und der Annahme von 
ausschlieBlicher Nitritbildung zwar ausreichen, aber zur oxy- 
dativen Umwandlung von Hb in HbOH (Methamoglobin 
nach Kiister) nur zu ?/, geniigen. 

Erst bei der — sicherlich falschen — Annahme, daf 
auch die oxydative Nitritbildung sekundar, d.h. bei Zutritt 
von Sauerstoff wihrend des Weiterverarbeitens des Blutes er- 
folgt, wiirde der Hydroxylaminsauerstoff die Umsetzung des 
Blutfarbstoffes quantitativ erfolgen lassen: 

4NH,OH + 2Hb > 2NH, +N, +H,0 + 2Hb-0H, 
wobei 50°/, gasférmiger Stickstoff entstehen wiirde; letzteres 
ist aber experimentell widerlegt. 

Wiirden sich also Letsches') Befunde von der quanti- 
tativen Methimoglobinbildung auch bei einem Verhiltnis 
2 Mol NH,OH:1 Mol Hb (reduziert) bestitigen, so wiren 
die herrschenden Vorstellungen?) tiber das Methimoglobin 
revisionsbediirftig. 

Auch die durch anorganische Katalysatoren bewirkten 
Umsetzungen des Hydroxylamins verlaufen sehr kompliziert 
und erfordern die Beteiligung einer groBen Anzahl von Molekiilen. 

1) Diese Zs. Bd. 76, S. 243 (1912); Bd. 80, S. 412 (1912). 

*) Siehe Lipschitz, Uber den Wirkungsmechanismus von Blut- 
giften. Ergebn. d. Physiol. Bd. XXIII, 8. 1 (1924); Guagliariello, 
Arch. d. scienz. Biol. Bd. V, Nr. 1/2, S. 198 (1923); J. B. Conant, 
Jl. of Biol. Chem. Bd. 57, S. 401 (1923); Bd. 62, Nr. 8, S. 595 (1925); 


H. E. Roaf u. Smart, Biochemical Jl. Bd. 17, S. 579 (1928). — Vel. 
experimenteller Teil dieser Arbeit, S. 32! 
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Gerade wahrend der Beendigung vorliegender Untersuchung 
erschienen Arbeiten von Kurtenacker, R. Neusser und 
Wengefeld®), in denen Hydroxylamin durch 5—7 Min. langes 
Kochen mit Vanadinsiure, Molybdinsiure, Kupfersalzen und 
Hisenhydroxyd katalytisch zersetzt wurde. Von den Einzel- 
heiten dieser griindlichen Versuchsreihen sei hier nur hervor- 
gehoben, dab die Reaktionsprodukte, deren Ausbeute sich mit der 
H'-Konzentration weitgehend indert, in quantitativer Hinsicht 
sehr von den durch den Blutfarbstoff gebildeten verschieden 
sind. Als Hauptprodukte erscheinen bei den anorganischen 
Katalysen neben Ammoniak und Stickstoff: Stickoxydul 
und Stickoxyd. Salpetersiure bzw. salpetrige Saure trat zu 
héchstens 1°/, auf. Ebenso wird beim thermischen Zerfall 
des Hydroxylamins fast nur NH, und N, und bei der Platin- 
katalyse NH,, N,O und N, gebildet. 

Wenn also schon die Bildung von Stickoxydul und be- 
sonders Stickoxyd nur durch intermediire Bildung _,,héherer 
Primiroxyde“ (Peroxyde) des Katalysators erklirbar scheint 
(Kurtenacker und Mitarbeiter’), darf man das starke Hervor- 
treten von Nitrit und Nitrat bei der Hamoglobinkatalyse wohl 
als Funktion der peroxydatischen Eigenschaften des Blutfarb- 
stoffes auffassen und damit die besondere Leistungsfahigkeit 
dieses physiologisch wichtigen Katalysators kennzeichnen. 

Spurenweise bildet sich iibrigens Nitrit aus Hydroxylamin 
oder seinem Chlorhydrat auch spontan in einigen Stunden bei 
Zimmertemperatur, selbst wenn die Lésung unter Stickstoff 
aufbewahrt wird; bei Sauerstoffzutritt kann in 0,75°/,, iger 
neutraler Lésung in 24 Stdn. bei 18° bis zu 4°/, Nitrit ent- 
stehen.’) 

Experimentelles. 


Methoden. 


a) Die Ammoniakbestimmungen im Blut wurden in schon 
beschriebener*) Weise vorgenommen, indem Wasserbadtempe- 





1) Zs. anorg. Chem. Bd. 131, §, 27 u. 310 (1923); Bd. 140, S. 301 
(1924); Bd. 141, S. 119 (1924). 

*) Vgl. auch Lobry de Bruyn, Berl. Ber. Bd. 27, 967 (1894). 

’) Lipschitz u. Weber, diese Zs. Bd. 132, S. 266 (1924). 
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ratur (35°), Siededauer (1'/, Stunden) usw. in allen Ansitzen 
méglichst gleich gehalten wurden. Dadurch und durch die 
héhere GréBenordnung des gebildeten Ammoniaks sind merk- 
liche Fehler auszuschlieBen, die durch verschieden starke 
spontane Bildung von Ammoniak auch in hydroxylaminfreiem 
Blut entstehen kénnen.!) — Bei Zusatz von Hydroxylamin 
wurde das Destillat sauer mit Permanganat behandelt, mit 
Soda alkalisiert und bei vermindertem Druck redestilliert.?) 
b) Die gasférmigen Reaktionsprodukte wurden aus 
100 ccm meistens unverdiinnter Blutfarbstofflésung — zentri- 
fugierte Erythrocyten mit destilliertem Wasser auf das ur- 
spriingliche Blutvolumen aufgefiillt — gewonnen; die Blut- 
lésung wurde in einer mit gasdichten Hahnen verschlossenen 
Pipette von 180 ccm Inhalt iiber Quecksilber mit Hydroxyl- 
aminlésung (etwa 25 ccm) vermischt und nach Heraussaugen 
des Quecksilbers durch Senken der Niveaukugel eine oder 
mehrere Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann 
mittels einer Blutgaspumpe nach Tépler-Hagen in iblicher 
Weise entgast. Die Gase waren mit konzentrierter Schwefel- 
siure und Phosphorpentoxyd getrocknet und wurden iber 
Quecksilber in einem Nitrometer aufgefangen und analysiert. 
Priifung auf Stickoxydul geschah durch Vermischen des 
durch 50°/, Kalilauge und Pyrogallol von Kohlensaiure und 
Sauerstoff befreiten Gases mit Wasserstoff (evtl. unter Zusatz 
von Knallgas) und Ziindung in der Hempelschen Explosions- 
pipette. Es trat keine oder sehr geringe Volumkontraktion ein. 
Stickoxyd wurde einmal durch die fehlende Volum- 
kontraktion bei Explosion mit Wasserstoff ausgeschlossen, 
zweitens durch das Ausbleiben einer Volumverminderung bei 
Vermischen des Gases mit Luft und Schiitteln mit Kalilauge, 
drittens durch das Ausbleiben einer Farbung bei Schiitteln 
des von Sauerstoff und Kohlensiure befreiten Reaktionsgases 





1) Vgl. die jiingst entstandene Diskussion iiber diese Fruge: Nash, 
Thomas u. Benedict, Jl. of Biol. Chem. Bd. 48, Nr. 2, S. 463 (1921); 
Henriques, Diese Zs. Bd. 130, 8S. 39 (1928); Parnas u. Heller, 
Biochem. Zs. Bd. 152, S. 1 (1924). 

*) Lipschitz u. Weber, Diese Zs. Bd. 182, S. 266 (1924). 
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mit saurem Ferrosulfat. Auch die zur Trocknung der Gase 
benutzte konzentrierte Schwefelsiure gab nach EingieBen in 
Wasser keine Nitritreaktion; also waren keine wesentlichen 
Mengen Nitrosylschwefelsiure entstanden. 

Das nicht brennbare Restgas bestand aus Stickstoff. 

c) Das aus Hydroxylamin durch Blut gebildete Nitrit 
wurde im farbstofffreien Ultrafiltrat colorimetrisch nach Griess- 
Ilosvay?) bestimmt: Unglasierte Porzellantiegel nach Bech- 
hold-Kénig wurden mit 7°/,igem LHisessig—Kollodium be- 
handelt *), griindlich gewissert und auch reichlich Wasser 
hindurchgesaugt. Wurde dann das Blutgemisch in die auf 
geeignete VorstéBe und Saugflaschen montierten Tiegel ge- 
gossen und durch die Wasserstrahlpumpe unter Riihren des 


| Tiegelinhaltes ein kraftiger Unterdruck erzeugt, so filtrierte 
verhaltnismaBig rasch ein wasserhelles, klares Filtrat. Die - 


ersten Anteile (10—-20 ccm), die durch Spiilwasser verdiinnt 


| waren, wurden verworfen; die Analyse der folgenden ergab 


recht konstante Nitritkonzentrationen bei Erhitzen von 5 ccm- 
Proben mit 0,5 ccm Sulfanilsiiure-w-Naphthylaminreagens auf 
70° Zum colorimetrischen Vergleich dienten gleichzeitig ge- 
priifte Lésungen von reinem umkrystallisierten Natriumnitrit. 
Hydroxylaminchlorhydrat selbst gab unmittelbar nach dem 
Auflésen mit dem Ilosvayschen Reagens keine Farbung. 

d) Nitrat neben Nitrit in der gleichen Fliissigkeit wurde 
schlieBlich gasanalytisch entsprechend W. Streckers*) An- 
gaben durch Uberfihrung des Nitrits mit NH,Cl in Stickstoff 
und hernach des Nitrats mit Ferrochlorid in Stickoxyd be- 
stiimmt. Wie J. Hirsch‘) machten auch wir mit dieser 
Methodik gute Erfahrungen, wenn es sich um nicht gar zu 
kleine Nitrat- und Nitritmengen (oberhalb 10 mg) handelte, 
Gegenwart organischer Substanzen stért nicht. 

Es wurden in der Regel 1000 ccm 10°/,ige Blutlésung 





1) Treadwell, Quantitative Analvse 1923, S, 295. 

*) H. Bechhold u. L. Gutlohn, Zs. f. angewandte Chem. Bd. 387, 
Nr. 29, S. 494 (1924). 

®) Chem. Ber. Bd. 51, S. 997 (1918). 

*) Zs. f. Hygiene Bd. 102, S. 503 (1924). 
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mit 120 mg NH,OH-HCl versetzt, nach beendeter Reaktion 
ein méglichst grofer Anteil Ultrafiltrat (500—800 ccm) ge- 
wonnen, dieser mit 1 ccm n/10-KOH alkalisiert und auf ein 
kleines Volumen (unter 50 ccm) unter stark vermindertem 
Druck bei 35—38° eingedampft und nach dem Auskochen zur 
Analyse verwandt. 

Um bei der Zersetzung in CO,-Atmosphare ungestérteres 
Kochen ohne Verdiinnung der Kalilauge im Azotometer durch 
kondensierenden Wasserdampf zu erméglichen, wurde der aus 
dem Reaktionsgefai8 aufsteigende Teil des Gasableitungsrohres 
mit einem kleinen RiickfiuBkiihler umgeben. 





Bei Ausfiihrung der folgenden Versuche warde ich von 
Frl. P. Schwerin unterstiitzt; fiir ihre sehr fleiBige und ge- 
schickte Hilfe sage ich ihr herzlichen Dank, 


Versuche. 


A. Bestimmung von aus Hydroxylamin gebildetem 
Ammoniak. 


1. Unwirksamkeit verschiedener Agenzien, 

1. 5 g fein zerschnittener Froschmuskulatur in 60 ccm 
0,15°/,iger NaCl-Liésung suspendiert, 1 Stunde bei 20° aut- 
bewahrt, mit 15 g reinem NaCl und 1 g trockener Soda ver- 
setzt und bei 40° Badtemperatur und 15mm Druck 1'/, Stdn. 
in n/40-Schwefelsiure destilliert. Titerabnahme 1,4 ccm. 

Parallelversuch. Suspensionsfliissigkeit: 30mg NH,OH.- HC! | 


mit 14,5 com n/40-KOH neutralisiert, mit aq. dest. auf 60 com 


aufgefillt. Destillat nach Permanganatoxydation und darauf- 
folgendem Alkalisieren redestilliert. 


Titerabnahme ... . . 2,8 ccm 
Mehrbildung an NH, . . 0,9 ccm 


2. Gleicher Versuch unter Verwendung von 5 g Muskulatur 


und 50 ccm 1°/, shieitiiee 


Leerbestimmung . . . ois « « 1,3066m NA, 
Hauptversuch: Zusatz von 20 ial NH,OH. HCl 2,0 cem ,, 
Mehrbildung an NH, . . . . =... . + « O27 com 


ee 
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3. Je 25 ccm frischer Rindergalle: 
Leerbestimmnng . . » « « ». 0,4eem n/40-NH, 
Zusatz von 80 mg mautealin NH, OH. HCl = = 30 ccm; 

Nach 1 Stde. bei 18° Zusatz von 15g NaCl + 1g Soda; 
Destillation, Permanganatbehandlung, Redestillation 1,5 cem 


”? 

















Mehrbildung an NH,. . . 1,1 cem 
Zusatz von 60 mg neutralis. NH,OH. HCI = = 60 ¢ ecm 1,4 ccm . 
Mapes MO, wk tl ke ee Ee 
Wiederholung: 
NH,OH- HCl Ein- Titer- na 
Rindergalle | (#ls 1°/,oige | wirkungs- | abnahme der ey en 
Lésung) dauer n/40-H,SO, a 0/40 
ecm mg Stdn. ecm ceem 
50 0 sn 1,5 “i 
50 60 1 2,0 0,5 
50 60 1 1,85 0,35 
(neutralisiert) 














4. Mehrere Chlorophyllpraparate gaben, teils in alko- 
holischer Liésung, teils als Pulver mit Lésungen von je 30 
oder 60 mg neutralisierten Hydroxylamins oder auch seines 
Chlorhydrates 1 Stunde behandelt, Titerabnahmen von weniger 
als 1 com n/40-Saure. 

5. Je 0,1 g Blutkohle (Merck) mit einer Lésung von 
Hydroxylaminchlorhydrat 1 Stunde nach vorherigem Evakuieren 
geschiittelt usw. 

30 mg NH,OH-HCl .. . . 0,88 cem n/40-NH, 
60 mg a « « « 0,69 com ” 

6. 0,18 g Meiatalietevile Himin mit n/40-KOH gelést 

und mit Wasser auf 250 ccm aufgefiillt. 


125 cem leer destilliert . . . . . « « « 0,85 com n/40-NH, 
125 eem + 60 mg NH,OH- HCl neutrals = 60 ccm 

1 Stde. stehen gelassen, dann destilliert . . . 1,9 ccm 
Mehrbildung von NH, ... . co ee A 


0,32 g Himin mit KOH “a Wetee zu 300 ccm geldst. 
150 cem + 30 mg NH,OH- HCl sie tapes Lésung) 1,55 ccm n/40-NH, 
150cem + 60mg... - « « « 1,55 com " 
7 Aus 20g tinal ‘Miecaltich wurde durch kriftiges 
Zerreiben mit Quarzsand ein feiner Brei ohne sichtbare Fasern 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 2 
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gewonnen, der nach Entfernung des Quarzsandes auf 400 ccm 


aufgefiillt wurde, 
100 cem leer destilliert . 


100 ccm + 30 mg neutralis. NH,OH-HCl . 
100 ccm + 60 mg 


auf Hydroxylamin. 


+b] 


100 ccm in eine Lésung von 5g Pyrogallol in 2 Liter 
Wasser von 20° und 10 ccm 5°, H,O, einflieBen gelassen, 
bewirken sofort Gelbfirbung, die sich rasch vertieft und nach 
10 Minuten rétlich wird. 


Also kraftige Peroxydasewirkung ohne typische Wirkung 


0,6 cem n/40-NH, 
0,65 ccm 
0,9 cem 


”? 
”? 


2. Der Blutfarbstoff als Katalysator: Oxyhimoglobin. 


Krystallisiertes Oxyhaimoglobin. 

Es wurde aus Pferdeerythrocyten mittels der Alkohol- 
methode dargestellt und noch etwas alkoholfeucht verwendet 
(Fig. 1, S. 3). 





























. Hydroxyl- | LEin- Titer | Gebildetes 

rier: Wasser dilcchedees wirkungs-| abnahme der NH; (n/40- 
(neutralis.) | ‘auer | n/40-H,SO, | Lésung) 
g (etwa) ecm mg Min. ecm cem 
1. 

0 200 0 ne 0,4 en 

1 200 0 oni 1,15 a 

4 250 0 on 1,3 Mee 

1 200 30 30 2,65 1,5 

2 200 30 30 4,25 8,1 

4 200 80 30 5,85 4,55 

6 250 80 80 5,6 4,3 

. 250 80 30 5,8 4,5 

















Bei einem Verhiltnis von 2 Mol. Hydroxylamin: 1 Mol. Oxyhimoglobin 


ae a a et 


200 
200 
200 
200 
200 


0 
30 
30 
60 
30 


dann nochmals Zusatz von 


1 





200 








2. 


wird die NH,-Bildung maximal. 


0,15 
2,80 
2,45 
2,70 





8,70 
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Bei einem Verhiltnis von 2 Mol Hydroxylamin : '/, Mol 
Oxyhimoglobin ist die NH,-Bildung ganz unvollstindig und 
steigt bei Zusatz von weiteren 2 Mol Hydroxylamin nur wenig 
an; dagegen schnellt die NH,-Ausbeute bei nachtriglichem 
Zusatz von mehr Oxyhaimoglobin hoch. Also war Hydroxyl- 
amin unzersetzt geblieben. 














3. 
Kin- Titer- 
se —" Wasser — HCl wirkungs- | abnahme der 
globin (neutralis.) dauer n/40-H,SO, 
g cem mg Min. ecm 
2 125 30 60 5,3 
2 125 60 60 7,0 
4 250 60 60 11,7 














4. Serumfreie 10°/,ige Blutlésung (Rind). 









































nHon-Ho} = oo ose 
Blutlésung alee wirkungs- j abnahme der ae satiek 
dauer n/40-H,SO, 8 
com mg Min. ccm ecm 
250 30 | 60 | 5,2 
250 30 30 
dann nochmals Zusatz von 
30 30 9,5 
250 60 | 60 9,55 | 
250 60 30 
dann nochmals Zusatz von 
60 | so 1 mo: «(4 
5. 10°%,ige Vollblutlésung (Pferd). 
250 0 _ 0,75 — 
250 80 60 6,05 5,8 
250 30 80 
dann noch Zusatz von 
80 30 9,95 9,2 
250 60 | 60 10,7 | 9,95 
250 60 30 
dann noch Zusatz von 
60 | 80 , en | 12,85 








; 
: 
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NH,-Ausbeute bei steigender Hydroxylaminmenge und 


6. 10°/,ige Pferdeblutlésung. 


wechselnder Blutfarbstoffmenge. 


(Ubersichtskurven Abb. 2, S. 4.) 
Reaktionsdauer 1 Stunde bei 20°. 
































Menge NH,OH-HCl Titerabnahme Gebildetes 
(neutralis.) der n/40-H,SO, NH, (n/40) 
ccm mg ecm ccm 
65 0 1,25 — 
250 0 1,25 — 
65 80 4,15 8,5 
65 60 8,45 7,2 
65 120 9,0 1,15 
65 30 nachtriglich noch Zusatz 
von 185 —_ 5,55 4,3 
250 30 5,45 4,2 
250 60 10,4 9,15 
. 2 
65 30 4,25 
65 60 5,80 
65 120 6,6 
65 30 nachtriglich noch Zusatz 
von 185 _— 6,05 
250 80 5,8 
250 60 9,8 
8. 
65 0 1,2 oe 
250 0 1,5 ne 
65 30 4,75 3,55 
125 30 6,25 4,95 
250 30 7,05 5,55 
65 30 nachtraglich noch Zusatz 
von 185 — 6,60 5,10 
250 120 17,15 15,65 
500 120 24,85 22,85 
250 240 27,40 25,90 
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10°/,ige Pferdeblutlésung. Reaktionsdauer 1 Stunde bei 20°. 
































Menge NH,OH- HCl Titerabnahme Gebildetes 
(neutralis.) der n/40-H,SO, NH, (n/40) 
ccm mg ecm ocm 
9. 
250 0 0,85 Re 
500 0 0,80 
250 120 15,6 14,75 
250 120 18,15 17,3 
250 240 27,0 22,15 
250 360 28,85 28,0 
500 60 9,5 8,7 
500 120 19,2 18,4 
500 240 28,15 27,35 
500 860 37,9 87,1 
10. 
250 0 1,0 _ 
250 120 16,4 15,4 
(nicht neutralis.) 

250 240 23,0 22,0 
250 860 25,1 24,1 
500 360 40,4 38,4 











Obwohl die Aktivitatskurven der verschiedenen Blutarten 
voneinander differieren, ergibt sich als Regel, daB 1. bei un- 
zureichender Himoglobinmenge und steigendem Hydroxylamin- 
zusatz immer mehr Hydroxylamin unzersetzt bleibt, 2, dieses 
unzersetzte Hydroxylamin bei nachtriglichem Blutzusatz normal 
unter NH,-Bildung zerfallt, 3. die NH,-Ausbeutekurven um so 
stirker sich abflachen, je weniger katalysierender Blutfarb- 
stoff vorhanden ist, 4. die maximale NH,-Bildung unter opti- 


malen Bedingungen '/, Mol 


betragt. 


des angewandten Hydroxylamins 


sah 2 
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NH,-Ausbeute bei steigender Hydroxylaminmenge und 


6. 10°/,ige Pferdeblutlésung. 


(Ubersichtskurven Abb. 2, S. 4.) 


wechselnder Blutfarbstoffmenge. 


Reaktionsdauer 1 Stunde bei 20°. 



































Menge NH,OH-HCl Titerabnahme Gebildetes 
(neutralis.) der n/40-H,SO, NH, (n/40) 
ccm mg ccm ccm 
65 0 1,25 _ 
250 0 1,25 _e 
65 30 4,15 8,5 
65 60 8,45 7,2 
65 120 9,0 1,75 
65 30 nachtriglich noch Zusatz 
von 185 _ 5,55 4,8 
250 30 5,45 4,2 
250 60 10,4 9,15 
7 
65 30 4,25 
65 60 5,80 
65 120 6,6 
65 80 nachtriglich noch Zusatz 
von 185 — 6,05 
250 80 5,8 
250 60 9,8 
8. 
65 0 1,2 an 
250 0 1,5 om 
65 30 4,75 3,55 
125 30 6,25 4,95 
250 30 7,05 5,55 
65 30 nachtriglich noch Zusatz 
von 185 — 6,60 5,10 
250 120 17,15 15,65 
500 120 24,35 22,85 
250 240 27,40 25,90 
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10°/,ige Pferdeblutlésung. Reaktionsdauer 1 Stunde bei 20°. 
































Menge NH,OH- HCl Titerabnahme Gebildetes 
(neutralis.) der n/40-H,SO, NH, (n/40) 
ccm mg ecm ecm 
9. 
250 0 0,85 a 
500 0 0,80 = 
250 120 15,6 14,75 
250 120 18,15 17,3 
250 240 27,0 22,15 
250 360 28,85 28,0 
500 60 9,5 8,7 
500 120 19,2 18,4 
500 240 28,15 27,35 
500 360 87,9 87,1. 
10. 
250 0 1,0 _ 
250 120 16,4 15,4 
(nicht neutralis.) 

250 240 23,0 22,0 
250 860 25,1 24,1 
500 360 40,4 38,4 











Obwohl die Aktivitatskurven der verschiedenen Blutarten 
voneinander differieren, ergibt sich als Regel, daB 1. bei un- 
zureichender Himoglobinmenge und steigendem Hydroxylamin- 
zusatz immer mehr Hydroxylamin unzersetzt bleibt, 2, dieses 
unzersetzte Hydroxylamin bei nachtraglichem Blutzusatz normal 
unter NH,-Bildung zerfallt, 3. die NH,-Ausbeutekurven um so 
stirker sich abflachen, je weniger katalysierender Blutfarb- 
stoff vorhanden ist, 4. die maximale NH,-Bildung unter opti- 


malen Bedingungen +/, Mol 


betrigt. 


des angewandten Hydroxylamins 
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992 Werner Lipschitz, 


Andert sich die NH,-Ausbeute, wenn statt der einmaligen 

Zugabe von 16 Mol Hydroxylamin zu 1 Mol HbO, nur 1 Mol zu- 

gefiigt wird und dieser Zusatz nach vollendeter Reaktion 
16 mal wiederholt wird? 

11. Je 250 cem 10°/,iges Rinderblut; je 15mg NH,OH-HCl = 10 ccm 























Lésung. 
Titerabnahme | Gebildetes 
Bs inrececes Reaktionsdauer der n/40-H,SO,}| NH, (0/40) 
mg ecm ecm 
0 os 1,7 sae 
0 sine 1,85 = 
2x 15 2x 1/, Stde. 6,6 4,8 
30 .. 6,4 4,6 
4x 15 ixt. . 11,5 9,7 
60 : . 11,3 9,5 
8 x 15 sx, , 17,5 15,7 
120 i. 20,6 18,8 
16 x 15 oxy » 25,6 23,8 
240 “ee 28,15 26,85 











Die Ausbeute ist in beiden Fallen praktisch gleich; beide 
Kurven flachen sich immer mehr ab. 


Methaimoglobin. 
12. 1000 ccm 10°/,iges Rinderblut + 200 ccm 7° ige Ferricyankali- 
lésung; sofortige Braunfirbung. Die Methimoglobinlésung wurde in 
verdunkeltem Raum bei 5° gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. 
Nach 5 Tagen gab das Dialysat nur noch sehr schwache Farbung mit 
Eisenchlorid. Der Inhalt der Dialysierschliuche war frei von Geruch. 




















‘ Titerabnahme Gebildetes 
suet Lae es | ae 
ecm mg ccm ecm 
300 0 3,5 an 
800 80 8,55 5,05 
800 60 12,8 8,8 
800 120 15,4 11,9 











Die Katalyse durch Methimoglobin fihrt im Optimum zu 
der gleichen NH,-Ausbeute wie die durch Oxyhimoglobin; nur 
flacht sich die Kurve bei steigendem Zusatz von Hydroxylamin 
schneller ab. 3 
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Prifung des Einflusses von saurer und alkalischer Reaktion 
der Hydroxylaminlésung auf die NH,-Bildung. 


13. 10°/,iges Pferdeblut. 











Titer- 








Blutlésung papi abnahme der Gebildetes 

als 1°/,,ige Lésung n/40-H,SO, | NH; (0/40) 
ecm mg eem cem 
250 — 1,35 ~ 
250 80 nicht neutralisiert 6,40 5,05 
250 30 i 3 dabei 

noch Zusatz von 15 cem 

n/40-HCl 6,30 4,95 
250 380 mit 15 cem n/40-KOH 

neutralisiert 5,75 4,4 
250 30 mit 30 ccm n/40-KOH 

alkalisiert 5,5 4,15 
250 30 mit 15 cem n/40-KOH 

neutralis. u. wieder mit 

15 cem n/40-HC1 versetzt 6,35 5,0 











Bedeutung der Blutkonzentration bei konstanter 









































Kein charakteristischer Unterschied. 


Furbstoffmenge. 
reer Menge ese? ony sim shesotnae der Gebildetes 
tration Lésung dauer | n/40-H,SO, | NH, (0/40) 
a. on mg Std. ecm cem 
14. Rinderblut. 
10 250 0 1,15 oi 
10 250 30 1 6,20 5,05 
40 250 0 _ 2,1 _ 
40 250 120 1 19,4 17,3 
| 15. . 
41,6 125 0 ~~ 0,85 ~ 
41,6 125 60 1 13,2 12,35 
10 500 60 1 11,45 10,6 
16. Pferdeblutkérperchen hamolysiert. 
100 100 0 one 2,05 i 
100 100 30 1 7,65 5,6 
100 100 60 1 12,35 _ 10,3 
100 100 120 1 23,25 21,2 
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24 Werner Lipschitz, | 


Abhingigkeit von der Temperatur (Abb. 5, 8. 8). 








Titer- Ge- 
Menge NH,OH-HCljabnahme der} bildetes 
Vorbehandlung n/40-H,SO, | NH, (n/40) 

ccm mg ecm ccm 


























17. 5°/,ige Rinderblutlésung. Versuchstemperatur 18°. 
Reaktionsdauer 1 Stunde. 




















ie 500 - ae kes _ 
te 500 18° 30 5,9 4,15 
Me 500 8 Std. bei 37° 0 1,6 _ 
1 500 :. . oe 30 5,65 4,05 
Re | 18. 10°/,iges Pferdeblut. 
fee || 250 18° 0 0,95 — 
te | 250 18° 60 18,2 12,25 
1B) | 250 20 Min. bei 56° 0 0,95 ~ 
i: te 250 o . » 60 10,3 9,35 
a) | In 20 Min. von 18° 
et 250 auf 100° gebracht und 0 2,55 — 
ae it 1 Min, gekocht 
| 250 dgl. 60 8,95 1,4 | 
| 19. 
: In 25 Min. zum 
: 250 Sieden gebracht, 0 1,8 — 
| sofort abgekiihlt 
P 250 dgl. | 30 2,3 0,5 
: 250 dgl. 60 4,2 2,4 
NB. Kocht man Blutlésung '/, Stunde, so bilden sich sehr groBe 
Mengen NH. 
Narkose. 


at 20. Je 25 cem defibriniertes Pferdeblut wird auf ein Volumen von 250 ccm 
2 | gebracht und mit 830mg NH,OH-HCI (25 ccm) versetzt, Reaktionsdauer 


ee 
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Fa 
ps, 
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1 Stunde bei 18°. 








os Tadd Titerabnahme 
Lésung enth ylalkoho] der n/40-H,SO, 












! Mol eem 
0 1,4 
2 1,6 
4 8,1 









6 (koaguliert allm&blich) 1,7 
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Réntgenbestrahlung. 
21. 10°/,ige Pferdeblutlésung; fiir jeden Ansatz 250 ecm. 
Titer- Gebiidetes 
H,OH- HCl 
Vorbehandlung 7 ‘ abnahme NH, (n/40) 
Ing ccm ccm 
ie 0 1,15 — 
oni 30 6,70 5,55 
1 HED 30 ccm Fokus- 
abstand 0,5 mm Cu-Filter | 0 0,7 — 
10 Min. bestrahlt 
dgl. 80 6,35 5,65 
Fallung mit kolloidalem Eisenhydroxyd. 
22. 10°/, Rinderblut. 
Vorbchandlang NH,OH-HCI1 | Titerabnahme 
mg ecm 
250 cem 80 6,0 
250° ccm mit 160 ccm halb verdiinn- 
tem Fe(OH), vollstindig — 
Zu dem Gemisch ; 30 6,7 
0 ccm + 160 ccm Fe(OH), +250 com: aa. 0 1,95 
dgl. 30 2,05 








Alle drei Eingriffe ohne HinfluB. 


Bewirkt Zusatz der méglichen Reaktionsprodukte 
zam Blut Hemmung der Hydroxylaminkatalyse? 


Zusatz von Ammoniak, 





























Menge Zusatz von | NH,OH-HC1 | Titerabnahme | Gebildetes 
NH, (n/40) | neutralisiert | d. n/40-H,SO,} NH, (n/40) 
ecm ccm mg ccm ecm 
23. 10°/, Rinderblut. 
250 on 0 0,85 sie 
250 _ 120 18,15 17,3 
250 22,2 0 23,0 = 
250 22,2 120 41,65 18,65 
24. 
250 sees 120 me 17,55 
250 22,2 120 39,55 17,35 
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NH,OH-HC1. 
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Sattigung mit Stickstoff. 
25. 250 cem Blutlésuug viele Stunden mit reinem Gas durchperlt: Blut- 
lésung blaurot, gibt Spektrum des reduzierten Himoglobins. Dazu 120 mg 
Gebildetes NH, n/40 ccm 


32,0 = 46,3 °/, d. Theorie. 


Entspricht vélli¢ der NH,-Bildung durch reduziertes Hb. 


Einleiten von Stickoxydul. 


26. In 750 ccm 10°/, Pferdeblut wird N,O eingeleitet, das durch 
Hydroxylaminchlorhydrat und Nitrit entwickelt war und mit Ferrosulfat | 


und Kalilauge gewaschen wurde. 























Minace NH,OH- HCl Titerabnahme Gebildetes 
6 neutralisiert d, n/40-H,SO, NH, (n/40) 
ccm mg ecm eem 
250 0 0,9 we 
7 60 13,3 12,4 
250 120 18,0 17,1 
Stickoxyd. 


27. 750 ecm 10°/,iges Pferdeblut wird durch Einleiten von Wasserstoff | 
volistindig reduziert, dann mit reinem NO unter Ausschlu8 von Sauerstoff | 
gesiittigt; Blutfarbe purpurrot. Der Uberschu8 an NO wird durch kurzes | 
Durchleiten von Wasserstoff entfernt, bis aus dem Ableitungsrohr keine — 
roten Dimpfe und kein starker Geruch mehr entweicht. Dann gedffnet. 7 














NO-Hb- > Titerabnahme Gebildete 
Lésung NH,OH- HCl d. n/40-H,SO, NH, hire 
ecm mg cem ccm 
250 0 2,3 = 
250 60 10,3 8,0 
250 120 16,9 14,6 
Oxyhb. 28. 10°/, Rinderblut. 
250 0 1,45 “ 
250 80 5,6 4,15 
250 60 10,4 8,95 
Hb 
250 0 1,7 sen 
250 30 10,0 8,3 
250 60 15,2 13,5 
NO-Hb 
250 0 1,1 aie 
250 30 3,7 2,6 
250 60 8,95 2,85 
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Titerabnahme Gebildetes 
en bd n/40-H,SO, NH, (n/40) 
ecm mg ecm ecm 
Oxyhb. - 
250 0 1,85 a 
250 30 6,3 4,45 
250 60 11,6 9,85 
Hb 
250 0 2,25 — 
250 30 10,7 8,45 
250 60 15,05 12,8 
NO-Hb 
250 0 1,4 a 
250 30 2,95 1,55 
250 60 6,85 5,45 
Nitrit. 
Titer- 
—_— _ Einwirkung a ome & goon 
n/40-H,SO, : 
ecm mg mg ecm ecm 
30. 10°/, Rinderblut. 
250 0 _ 120 19,30 
250 25 |1Std. b. 20° 0 1,60 
250 nm Th. .tl if 17,10 
31. 
250 0 ons 0 1,25 se 
250 0 oi 60 11,6 10,35 
250 10 |2S8td. b. 18° 60 9,6 8,35 
250 10 {|2,, , 87°91 60 11,5 10,25 
32. 
250 0 ot 0 2,25 ee 
250 0 — 60 10,55 8,3 
250 100 2 Std. b. 87° 0 1,8 — 
250 10 ss See 60 9,45 7,65 
250 oe it. ~8r © 8,45 6,65 
250 100 .., «ee 60 8,0 6,2 
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Nitrat. 

n/40 gebildetes NH, © 

33. 250 ccm 10°/, Rinderblut +60 mg NH,OH-HCl 9,85 q 
250 , 10,, ” +20 ,, KNO, 


Nach 80 Minuten bei 20° + 60mg NH,OH-HCl 9,15 


Aus den Versuchen ergibt sich, daB Ammoniak, Nitrat, — 
Stickstoff und Stickoxydul die Katalyse nicht hemmen. NO—Hb ~ 
ist auch unter extremen Bedingungen katalytisch wirksam, | 
wenngleich dann mitunter UnregelmaBigkeiten in den NH,- © 
Ausbeuten eintreten — wohl durch direkte Einwirkung der | 
N-Verbindungen aufeinander, zumal die eine in sehr hoher | 


Konzentration vorhanden ist. 


Die Hemmung der Hydroxylaminkatalyse durch kleine || 


Mengen Nitrit ist unbetraichtlich und unsicher. 


Der Abfall der Katalysekurven ist weder mit Hemmung 
durch die Reaktionsprodukte noch durch die Methimoglobin- ' 


bildung zu erkliren. 


3. Der Blutfarbstoff als Katalysator: reduziertes 
Himoglobin (s. Abb. 6, S. 8). 


34. 10°/,ige Rinderblutlésungen. Portionen von je 250 ccm werden — 
direkt angesetzt, andere erst nach 15—2Qstiindigem Durchperlen mit 7 
Wasserstoff; in diesem Falle wird auch die im Tropftrichter befindliche 7 
Hydroxylaminchlorhydratlésung von Sauerstoff befreit und mit Wasserstof 


hineingedriickt. Reaktionsdauer 1 Stunde bei 18—20°. 














Titerabnahme | Gebildetes 
NH,OH- HCl 
: d.n/40-H,SO, | NH, (n/40) 

mg ccm ccm 
Oxyhb 0 1,45 sag 

30 6,15 4,7 

30 7,10 5,65} 

60 12,85 11,4 
Hb 0 1,6 a 

30 9,6 8,0 
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4 NH,OH-HCl Titerabnahme Gebildetes 
q d. n/40-H,SO, NH, (n/40) 
_ mg cem ecm 
35. 
Oxyhb 0 0,95 _ 
a 30 6,05 5,1 
. 30 5,6 4,65 
. 60 9,85 8,9 
Hb 0 1,5 ce 
- 80 10,25 8,75 
re 86. Je 100 cem 100%, Pferdeblutlésung. 
} Oxyhb 120 — 23,25 
a Hb 120 a 32,55 
: 87. Je 250 cem 40°/, Rinderblutlésung. 
g ’ Oxyhb 120 — 17,3 
e Hb 120 — 35,9 
38. 
Oxyhb Hb 
q Titerabnahme | Gebildetes|| Titerabnahme | Gebildetes 
> NH,OH-HCI | 
: d. n/40-H,SO, | NH, (n/40) || d. n/40-H,SO,| NH, (n/40) 
mg ecm ccm ccm ecm 
en 4 
nit # 0 1,25 oe 2,3 a 
he @ 30 ( 2 Mol) 5,95 47 11,9 9,6 
of @ 60(4 ,,) 11,6 10,35 17,05 14,75 
imie .) 21,25 20,0 27,05 24,75 
240 (16 ,, ) 25,4 [24,15] 34,20 31,9 
360 (24 ,, ) 36,4 35,2 40,0 37,2 

















4 39. Reduktion und Reoxydation unter Ausschaltung von CO,, 























Gleiche Blutlésung mit 
Hb (Blaurot) CO,- und NH,-freier 
Luft reoxydiert (gelbrot) 
0 1,1 “ je ae 
30 11,4 10,3 5,65 4,55 


q 
¢ 
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Reduktion und Umwandlung in Kohlenoxydhimoglobin. 
40. Das verwendete CO war durch Erhitzen von reinem Ferro. 


cyankali mit konz. Schwefelsiure bereitet und wurde zur 
Reinigung nacheinander durch AgNO,-Lésung, konz. H,SO, 
und drei Waschflaschen mit alkalischer Pyrogallollésung in | 


langsamem Strom geleitet. 


Zur Priifung wurde eine Probe von 25,5 ccm itiber Queck- | 
silber im Nitrometer mit 50°/,iger KOH und Pyrogallol ge- | 
schiittelt. Abgelesenes Endvolumen 25,1 ccm; die Pyrogallol- : 


lésung farbte sich nicht. 


Aus einer 10°/,igen Rinderblutstammlésung wurden : 
250 ccm Portionen teils direkt verwendet, die iibrigen ge- © 
meinsam durch ein Schlauchsystem mit Wasserstoff vollstindig | 
reduziert, ein Teil schlieBlich wiederum unter sorgfiltigem © 
AusschluB von Sauerstoff mit CO gesattigt. Farbe und Spektrum | 


dienten als Kontrollen. 








Titerabnahme | Gebildetes 
NH,OH-HCI | q /40-H,SO,| NH, (n/40) 











mg cem ccm 

Oxyhb 0 1,1 a 
30 5,35 4,25 

60 9,6 8,5 

Hb 0 1,95 a 
80 10,35 8,4 

ee 18,85 11,4 

CO-Hb 0 0,95 ie me 
30 5,1 4,15 

(Farbe verindert sich 9 

nicht) 60 8,2 7,25 
Oxyhb 0 1,35 _— 


30 6,05 4,7 
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Titerabnahme | Gebildetes 
NH,OH-HCl 
’ d. n/40-H,SO,}| NH, (n/40) 
mg ccm ccm 
Oxyhb 0 1,4 we 
30 5,15 3,75 
30 
a 8,45 7,05 
CO-Hb 0 3,25 oe 
30 6,65 3,4 
60 9,8 6,55 


HbO, und CO-Hb katalysieren gleich, reduziertes Hb 


amins. 


quantitativ anders: es bewirkt unter optimalen Bedingungen 
eine NH,-Ausbeute von */, Mol des angewandten Hydroxyl- 


Wirkt Methimoglobin aus Oxyhimoglobin und 
aus Hamoglobin gleich? 


neh nigel, wet ao bs 











NH,OH ° 
HCl 
mg 


Differenz 





Titerabnahme | Gebildetes 
d. n/40-H,SO,] NH, (n/40) 
cem cem 














a 


HbO, 


dann zu dem 


| Meth.-Blut noch 


Hb 


dann zu dem 
Meth.-Blut noch 


HbO, 


dann zu dem 
Meth.-Blut noch 


0 


80 
60 
7 Std., 


30 





1,65 
5,75 
9,55 


8,9 
1,75 
10,1 
15,8 
16,0 
42, 
1,75 
6,35 


10,95 





41. Je 250 ecm 10°/, Rinderblut. 





4,1 3,8 

19 3,15 

7,25 

8,35 5,7 
14,05 5,9 
14,25 

4,6 

4,6 
9,2 
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89 Werner Lipschitz, 
NH,OH. | Titerabnahme | Gebildetes 
HCl d. n/40-H,SO,| NH, (0/40) | Differenz 
mg ecm eem 
Hb 0 1,65 _- 
30 10,95 9,3 6,45 
60 17,4 15,75 76 
80) 1 Std., 
dann zu dem a 18,55 16,9 
Meth.-Blut noch 
43. 
HbO, 0 1,35 pees 
80 6,55 5,2 5,4 
60 11,95 10,6 
30) 1 Std., ai 
dann zu dem a 10,95 9,6 
Meth.-Blut noch 
Hb 0 2,45 _ 
30 11,2 8,75 
: 3 
60 17,5 15,05 6, 
30)1 Std., 6,05 
dann zu dem é 17,25 14,8 
Meth.-Blut noch 














In allen Fallen ist die Ammoniakbildung nicht nur durch | 
reduziertes Hb, sondern auch durch das aus diesem durch | 
2 Mol NH,OH-HCI gebildete Methimoglobin héher als die” 
NH,-Bildung durch Oxyhimoglobin bzw. durch das daraus / 
entstandene Methimoglobin. Entweder sind also beide Met- | 
himoglobine nicht identisch, oder — wahrscheinlicher — ist | 
die Methimoglobinbildung durch 2 Mol Hydroxylamin trotz © 
Letsches Angaben’) ganz unvollstindig. Damit wiirde auch 1 
der Befund*) im Kinklang stehen, daB die bei Reduktion von _ 
1/, Mol NH,OH zu NH, frei werdende Sauerstoffmenge gar 
nicht zur Oxydation des andern 3/, Mols Hydroxylamins 2u|@ 
Stickstoff und Nitrit und dariiber hinaus zur quantitativen 
Umwandlung von Hb in Hb-OH ausreicht. Gegen komplette | 
Methimoglobinbildung spricht vielleicht auch, daB bei Zugabe | 





1) Diese Zs. Bd. 76, S. 248 (1912); Bd. 80, S. 412 (1912). 
*) Siehe theoretischer Teil, 8. 12. 
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einer gréSeren Zahl von Molen Hydroxylamin die NH,-Mehr- 
bildung gleich wird, ob man’nun Oxyhimoglobin oder Hamo- 
globin verwendet. 





q 4, Wirkung der Blausi&ure. 
44, 1250 ccm 10°/,ige Pferdeblutlésung werden mit 125 cem einer 


NH,OH-HCl-Lésung von einem Gehalt von 150 mg (2 Mol) versetzt und 
1/, Stde. bei 20° stehen gelassen; intensive Methimoglobinbildung. 




















4 Titerabnahme | Neugebildetes 
q der n/40-H,SO, n/40-NH, 
: ecm ecm 
; Davon 275 cem (entsprechend 25 cem 
7 Vollblut) destilliert 7,25 _ 
% 275cem+ 380mg NH,OH-HC! . . 12,15 4,9 
% 825ecm (= 75cem Vollblut, also etwa ‘ 
7 1/4599 Mol Blutfarbstoff) werden all- 
q mahlich mit 35 ccm 1 °/,oigerneutra- b 
. lisierter KCN-Lésung versetzt, bis 
d spektroskopisch derMethimoglobin- 
4 streifen gerade vollig verschwun- 
A den ist. Fiir 1 Mol Cyanid: 1 Mol 
q Farbstoff berechnen sich 32,5 mg; 
q angewandt 35mg. Cyanhb-Lésung 
3 auf 870 ccm aufgefiillt, davon 
" ™ 290cem. . . 6,4 _ 
“ |G 290 cem + 30 mg ‘'NH.OH- ‘Hay (kein 9,4 3,0 
h | 290 cem + 60mg NH,OH-HOY ‘sir 11,5 5,1 
ie | 
> 45. 1500cem 10°/, Rinderblut mit 180 mg NH,OH-HCl (2 Mol, 300 eem) 
q q versetzt und 1 Stde. bei 20° aufbewahrt. 
at : Davon 300 cem (= 25 cem Vollblut). 5,3 _ 
' > 300cem + 80mg NH,OH-HC] . . 11,3 6,0 
“300 ccm + 90mg NH,OH-HCl . . 17,5 12,2 
oh Die anderen 900 cem mit 40 ccm 
yn | 1°/,igem KCN und 20 aq. dest. ver- 
4 setzt und 1 Stde. stehen gelassen: 
ar § Cyanhimoglobin 
ZU | Davon 320 cem (= 25 cem Vollblat). 4,85 —_ 
on | 320 ccm + 80 mg NH,OH- oa A val 8,5 8,65 
mn  320cem +90 mg NH,OH-HCI) str.) 9,7 4,85 
_ @@ Von der gleichen unbehandelten 
be | 10°/, igen Rinderblutstammlésung 
2 1000cem mit 50cem 1°/,,igem KCN 
versetzt und 1 Stde. bei 20° stehen 
gelassen. 
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Titer- 
abnahme 
der n/40-H,SO, 
ccm 


Neugebildetes 
n / 40 eS NH, 








265cem (=25cem Vollblut) ... 1,05 
265 cem + 380mg NH,OH-HCl. . . 6,6 _~ 
265 ccm + 60mg NH,OH-HCl. . . (9,15) (2,55) 
265 cem + 120mg NH,OH-HCl . . 15,9 9,3 








46. Nach William C. Stadie') soll Blutlésung auch bei */, stiindigem 

Erwirmen mit KCN auf 50° quantitativ in Cyanhaémoglobin iibergehen. 

Je 250ccm i0°/, Rinderblut auf 50° '/, Stde., dann auf 18° abgekihlt. 

a) mit 50ccm 1°/,,igem KCN. . 1,75 . — 

b) mit 50ccem 1°/,,igem KCN; nach 
Abkiiblen + 60mg NH,OH-HC1. 6,2 4,45 

c) ohne KCN erwirmt; nach Ab- 
kiihlen + 60mg NH,OH-HCl. . 10,05 8,3 








MaBige Hemmung der Katalyse durch Anlagerung von 
CN an das Himoglobinmolekiil. 


B. Bestimmung von aus Hydroxylamin gebildetem 
Stickstoff. 
1. Oxyhimoglobin als Katalysator (siehe Tabelle, S. 35). 


Als Ausbeute an gasférmigem Stickstoff aus 120 mg 
NH,OH-HC1 durch */, Mol Katalysator ergibt sich (Versuch 1—6) 


8,2 com s mgt bei 20° und 760 mm oder etwa 9,6 mg = 40°/, 


des Hydroxylamin-N. Uber den Verlauf der Bildungskurve 
bei steigendem Hydroxylaminzusatz (Versuch 5—10) vgl. Fig. 3, 
S.5.  Sauerstoff tritt in betrachtlichen Mengen nicht als 
Reaktionsprodukt auf; ebensowenig Stickoxydul. Die Versuchs- 
ergebnisse zeigen eine bemerkenswerte Ubereinstimmung mit 
den friiher von Letsche?) mittels einer behelfsmaBigen Methodik 
gewonnenen; auch er fand 33 bis héchstens 40°/, Hydroxyl- 
amin-N als gasférmigen Stickstoff wieder, obwohl er das Reaktions- 
gemisch nicht auspumpte. 





*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 41, S. 287 (1920). 
*) Diese Zs. Bd. 80, 8. 412 (1912). 
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3) Mit 14,4 cem Wasserstoff geziindet: keine Volumkontraktion. 
ktion. 


1e Volumkontra 


eine Fiirbung. 


kei 


Wasserstoff geziindet: 


2) Uber saures Ferrosulfat gebracht: k 


4) Mit 9,1 ccm 
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bes 


2. Reduziertes Haimoglobin als Katalysator. 


Blutfarbstofflésung, Hydroxylaminchlorhydratkrystalle und 
die erforderliche Menge Liésungsmittel wurden in einem mit 
Quecksilberdichtungen und gasdichten Haihnen und Verbindungen 
versehenen System von drei Schliffkélbchen einzeln mittels der 
Quecksilberpumpe praktisch vollstindig entgast und durch Queck- 
silber quantitativ in die Reaktionspipette gedriickt, durch Hin- und 
Herneigen gut vermischt und das braune Gemisch eine oder meh- 
rere Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Dann wurden die 
Reaktionsgase durch Auspumpen unter Anwirmen des Blutkolbens 
in iblicher Weise gewonnen und analysiert. Siehe Tabelle, S. 36! 

Im Gegensatz zu der Meinung Letsches, da8 bei Ver- 
wendung von reduziertem Haimoglobin aus Hydroxylamin kein 
Gas entsteht, und daB die Bildung von Stickstoff nur durch 
eine oxydative Kinwirkung von Oxyhimoglobin auf NH,OH zu 
erkliren sei, ist also bewiesen, da bei Verwendung von '/, Mol 
reduziertem Himoglobin aus 120 mg NH,OH-HCl 6,4 ccm 


e ay) Stickstoff bei 20° und 760 mm entsteht oder etwa 


7,5 mg = 31,3°/, des Hydroxylamin-N. Das Gas kann kleine 
Mengen Stickoxydul enthalten. 


C. Bestimmung von aus Hydroxylamin gebildetem 
Nitrit und Nitrat. 
Vorversuche der gleichzeitigen Bestimmung von Nitrit und 
Nitrat ergaben die Anwendbarkeit der Streckerschen Methode. 























Angewandt Giteaien 
Nr Natrium- | Natrium-| Wasser Temp. b 
nitrit nitrat pong N, NO in Gradjin mm 
in mg in mg | gekocht) inecem| in cem 
1] 20 to - 1,1 Se 21,5 | 758 
2 0 20 30 — 5,4 19,5 152 
3 0 20 _ 11,2 19 149 
4 0 eo | “#6 — 11,8 21 152 
5 20 20 40 7,1 5,7 17 749 
(+ 11,6 com 
Luft: Kontrak- 
tion: 7,2ccm = 
| 5,76 com NO) 















































38 Werner Lipschitz, 


Weitere Vorversuche zeigten, daB ein Gemisch von 
Natriumnitrit und Blutlésung, bei Zimmertemperatur rasch 
ultrafiltriert, kein Nitrit zersetzt, so daB es mittels der Grie8- 
Ilosvayschen Reaktion etwa quantitativ wieder gefunden wird. 

Angewandt: 250 ccm 10°/, Rinderblutlésung + 10 mg 
Natriumnitrit in 50 com Wasser gelést. Nach 11/, stiindigem 
Stehen bei 20° Farbe leicht briunlichrot. Ultrafiltration; 
Vorlauf von 8 ccm verworfen. Ultratiltrat ist farblos; 5 ccm 
des 4fach verdiinnten Filtrates + 0,5 com Ilosvaysches Reagens: 


gefundene Nitritkonzentration _ phe vars = etwa 1:125000 


theoretisch 1: 120000. 


1. Nitritbestimmungen bei steigenden Mengen 
zugesetzten Hydroxylamins. 
































Oxyhimoglobin. 
Reaktions- 
i 5 NH,OH:} q Gefundenes 
10 °/, Rinderblutlésun auer vor 
Nr. lo S HCl Beginn der | Natriumnitrit 
Ultra- 
ecm mg filtration mg 
1 250 0 7°-18° 0 
15 1,5 
30 1,5 
60 0,72 
120 0,8 
2 30 0,78 
60 0,75 
120 0,8 
, (Spur) 
° unmeB8bar 
15 1,5 
30 0,9 
250 120 1 0,66 
4 250, die mit 1,25 mg 
Natriumnitrit versetzt a : . 1,25 
dgl. 15 1 1,48 
dgl. 30 1 18 1,8 




















=) 








RR a 
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Aus diesen Versuchen folgt, da8 mit steigenden Hydroxyl- 
aminmengen die Nitritausbeute nicht wie die Ausbeuten an 
Ammoniak und gasférmigem Stickstoff ansteigt, sondern meistens 
abfallt, obwohl Nitrit im Blut durch zugesetztes Hydroxylamin 
unter entsprechenden Bedingungen nicht verindert wird. Die 
Ausbeute an Nitrit auch bei dem optimalen Verhiltnis von 
2 Mol Hydroxylamin: 1 Mol Oxyhamoglobin ist sehr gering; 
nur etwa 5 Prozent. 


Reduziertes Himoglobin. 














10°/, Rinder-| NH,OH-HC1 ; 
a ; ‘ Reaktionsdauer 1" 
blutlésg. mit | (Lésung mit : Gefundenes 
Ultrafiltration unter 
Nr. | Wasserstoff Wasserstoff Natriumnitrit 
vorbehandelt | vorbehandelt) Deanegarien 
mit Stickstoff 
ecm mg mg 
1 250 0 0 
80 1,37 
60 0,75 
120 0,7 
2 0 0 
30 1,0 
60 0,375 
120 0,4 
3 15 0,3 
30 0,33 
4 15 0,33 
80 1,5 
60 0,58 
120 0,73 

















Zweifellos findet auch bei Verwendung von reduziertem 
Hb und Sauerstoffabschlu8 Nitritbildung aus Hydroxylamin 
statt; auch hier betragt die Ausbeute hdchstens 5 Prozent. 
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42 Werner Lipschitz, 
Ohne Blut. 
NH,OH- L3 Gatandence 
ésun jons- 
HCl © | Reaktion hs nce Zeit Nitrit 
mg *loig . mg 
15 1,0 sauer ohne AbschluB] 1" 18° 0 
20° 18° 0 
15 0,75 neutral js 1"18° 0,03 
20°18°] 0,6 = 4%, 
80 0,1 sauer ‘s ‘s 45 20° 0 
30 0,1 neutral a i 20° 20°} Spur (nicht 
meB8bar) 
30 0,1 . unter Stickstoff| 218° dgl. 
Zusammenfassung. 


1. Hydroxylamin zerfallt unter der Kinwirkung von Blut- 
farbstoff oxydo-reduktiv mit groBer Geschwindigkeit in Ammo- 
niak, gasférmigen Stickstoff, Nitrit und Nitrat. Der Blut- 
farbstoff geht dabei in Methimoglobin iiber. 

Zur Umwandlung von NH,OH in NH, unfahig waren: 
atmende Froschmuskulatur, Blutkohle, Gallenfarbstoff, Chloro- 
phyll, Himin und Serum. 

2. Durch */, Mol Oxyhaimoglobin als Katalysator wird das 
Hydroxylamin zu ‘4/,, Mol als NH,, zu °/,, Mol als Stickstoff 
und zu */,, Mol als Nitrit + Nitrat, also annaéhernd quantitativ 
wiedergefunden. 

3. Durch 1/, Mol reduziertes Himoglobin wird aus Hydroxy]- 
amin °/,, Mol NH,, 4/,, Mol gasférmiger Stickstoff und 
1/,, Mol Nitrit + Nitrat gebildet; etwa '/,, Mol Hydroxylamin-N 
entzog sich dem Nachweis, dagegen wurden kleine Mengen 
Stickoxydul gefunden. 

4, Wird an das reduzierte Himoglobin Kohlenoxyd an- 
gelagert, so sinkt die NH,-Ausbeute auf 4/,, Mol zuriick. 

Ahnlich wie Oxyhimoglobin und COHb katalysieren Stick- 
oxydhimoglobin und Methimoglobin. Auch Anlagerung von 
Blausiure an den Blutfarbstoff hemmt die Katalyse nur mabig. 
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Bei diesen Himoglobinderivaten tritt keine Farbinderung 
durch NH,OH ein. 

5. Die Kinetik der Reaktion wird studiert: Durch 1 Mol 
Blutfarbstoff werden 24 Mol Hydroxylamin und mehr unter 
NH,-Bildung zersetzt, jedoch wird die Zersetzung allmahlich 
immer unvollstindiger. Da vorheriger Zusatz simtlicher 
Reaktionsprodukte die Katalyse fast unbeeinfluBt li8t und 
auch Methimoglobin stark katalysiert, wird die Reaktions- 
verminderung durch Adsorptionsverminderung des Hydroxyl- 
amins an den kolloiden Haimoglobinteilchen erklart. Die Um- 
satzkurven — NH,- und N,-Bildungskurven — _ gleichen 
Adsorptionsisothermen. 

Rontgenbestrahlung, Fallung des Haimoglobins mit Athyl- 
alkohol oder kolloidalem Hisenhydroxyd beeinflu8t seine kata- 
lytische Wirksamkeit nicht. 

Wird der Blutfarbstoff durch Erhitzen in Globin + prosthe- 
tische Gruppe gespalten, sinkt die NH,-Bildung auf 10°/, oder 
weniger. 

Die Umwandlung Hydroxylamin—Nitrit—Nitrat ist zwar 
abhingig von der Hauptkatalyse aber komplizierter. 

6. Oxyhimoglobin und reduziertes Hamoglobin 
sind also verschiedene Katalysatoren. 
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Die durch Vorbehandlung hervorgerufene Garfahigkeit 
frischer Hefe fiir Galaktose 
und die Konstanz dieser Eigenschaft. 
Von 
Hans vy. Euler und Thor Livgren. 
Mit 12 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12, April 1925.) 


In friheren Untersuchungen itiber die Giarfihigkeit fiir 
Galaktose, welche die Hefe in Berihrung mit dieser Zucker- 
art erwirbt, ist angenommen worden, daB es sich um eine an 
das Leben der Hefezellen gebundene biologische Anpassung 
handelt.‘) Erst in neuester Zeit ist durch die Untersuchung 
von Euler und R. Nilsson’) gezeigt worden, da8 auch sterile 
Trockenhefe durch Vorbehandlung mit Galaktose die Fahigkeit 
der Vergirung dieser Zuckerart erwirbt, und zwar etwa in 
gleichem Grad wie frische Hefe. Diese ,,Anpassung“ ist also 
auf einen rein chemischen bzw. enzymatischen Vorgang zuriick- 
gefihrt worden. 

Auch iiber den Riickgang der Girfihigkeit der Hefe fiir 





1) Euler u. Johansson, Diese Zs. Bd. 78, S. 246 (1912); Euler 
u. Laurin, Sv. Vet. Akad. f. kemi Bd.7, Nr. 28 (1920); vgl. auch 
E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 76, S. 600 (1905); Slator, Jl. 
Chem. Soc. Bd. 93, S. 217 (1908); Harden u. Norris, Proc. Roy. Soc. 
Bd. 82, 8. 645 (1910); Abderhalden, Fermenif. Bd. 8, S. 42 (1924). 

2) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 143, S. 89 (1925). 
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Galaktose sind einige vorliufige Versuche von Euler und 
Emberg angestellt worden.) 

Diese Versuche haben wir von den durch Euler und 
Nilsson gewonnenen neuen Gesichtspunkten aus wieder auf- 
genommen und zwar mit der gleichen Hefe, mit welcher die 
,Anpassung* an Galaktose studiert worden war. Biologisch 
hatte man friiher diesen Vorgang als ,,Abgewdhnung“ be- 
zeichnen kénnen. Er stellt sich nunmehr als Riickgang einer 
(event. enzymatischen) Reaktionsgeschwindigkeit dar. 

Dieser Riickgang der Fahigkeit zur Galaktosevergirung, 
welcher bei frischer Hefe eintritt, wenn dieselbe nach Er- 
reichung der maximalen Giarfahigkeit fiir Galaktose nunmehr 
nur mit Glucose behandelt wird, bildet den Hauptteil dieser 
Mitteilung. 

Kinleitend ist untersucht worden, ob das p,,-Optimum der 
Galaktosegirung mit dem von Euler und Heintze fir die 
eigentlichen Zymohexosen festgestellten Optimum zusammen- 
fallt, was ja nicht ohne weiteres vorausgesetzt werden darf. 


Versuchsbedingungen. 


Die Methodik dieser Versuche schlieBt sich eng an die 
in friiheren Mitteilungen aus diesem Laboratorium beschriebene 
an. Die Versuche sind volumetrisch im Schiittelthermostaten 
bei 30° ausgefiihrt; die Kohlensiure wurde in Quecksilber- 
biretten aufgefangen und bei Atmospharendruck abgelesen. 
Totalvolumen der Girungsfliissigkeit jedes Mal 11 ccm. 

Simtliche Versuche sind mit der Brennerei-Oberhefe R 


ausgefihrt, die wir wieder Herrn Oberingenieur H. Brahmer 
verdanken. 


Aciditéatsoptimum der Galaktosegirung. 


Reaktionsmischung: Hefesuspension , 
10 cem 2 °/,ige Phosphatlésung, 25 ¢ R-Hefe, 
1 eem Hefesuspension, 50 cem Wasser. 


0,5 g Galaktose (Spezial Chem. Comp. Chicago). 





*) Euler, Zs. f. Elektrochem. Bd. 24, S. 178 (1918). 
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Tabelle 1. 
Trockengewicht: 0,0919 g/cem. 








Pu 





5,17 


5,06 


4,12 


2,81 


6,40 


1,51 


Stdn. 








7,8 
10,1 
12,7 
15,4 
18,8 
22.2 
26,1 
31,2 
35,4 
40,9 
46,6 
58,2 





1,3 

9,4 
11,9 
14,4 
17,5 
20,6 
23,6 
27,9 
81,7 
36,6 
41,4 
51,7 





8,8 
11,4 
13,9 
16,8 
20,7 
24,9 
29,1 
35,8 
40,8 
48,3 
55,8 


72,0 
In eimer zweiten Versuchsreihe (Temp. 30°) hatte die 


8,4 
10,6 
12,9 
15,2 
18,8 
21,8 
25,8 
29,9 
34,6 
40,8 
46,5 





60,1 





10,9 
13,8 
16,6 
19,4 
23,8 
28,5 
33,8 
39,8 
44,8 
51,8 
59,5 
15,3 





10,9 
13,6 
17,1 
20,6 
25,8 
81,4 
87,2 
44,8 
51,1 
59,6 
68,2 
85,0 





1,4 

9,0 
10,7 
12,3 
14,5 
16,7 
19,0 
21,7 
28,7 
26,6 
30,1 
85,2 





6,1 

7,5 

9,0 
10,5 
12,5 
14,8 
16,9 
19,5 
21,7 
24,7 
28,0 
33,7 





5,8 

7,1 

9,1 
11,1 
13,6 
16,1 
19,0 
22,1 
24,7 
29,0 
82,8 
42,1 





5,0 

6,6 

8,5 
10,4 
12,8 
15,1 
17,8 
21,0 
23,6 
27,6 
31,8 
40,1 


Girungsmischung folgende Zusammensetzung: 





1,8 
3,1 
4,5 
6,0 
8,0 

10,0 

11,9 

14,1 

15,7 

18,4 

21,8 

26,3 





1,8 
3,0 
4,5 
6,0 
8,0 
10,0 
11,9 
14,2 
16,0 
18,6 
21,7 
26,7 





11,5 
12,5 
18,5 
14,5 
15,5 
16,5 
17,5 
18,5 
19,5 
20,5 
21,5 
23,5 


10 cem 2°/,ige Phosphatlésung, 
1 ccm Hefesuspension; Trockengewicht 0,0758 g per ccm. 
0,5 g Galaktose. 
Diese Versuchsreihe unterscheidet sich dadurch von der 
vorhergehenden, daB die Aciditét der Lésung vor und nach 


der Girung gemessen wurde. 
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Tabelle 2. 








3,07 


Po Anfang = 
4,08 


2,81 


7,10 





2,90 | 2,90 


Pu Ende 
3,22 





6,02 | 6,15 
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Die Versuchszahlen der Tab. 1 sind in der Fig. la zu- 
sammengefaBt, welche fiir verschiedene Zeiten die Garungs- 
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geschwindigkeit in CO, /Stunden angibt. Aus der Fig.1a geht 
hervor, daB als Optimum ein Mittelwert von etwa Py = 4,5 
bis 4,8 anzunehmen ist. Dieses Optimum fallt nahe mit dem 
unter den gleichen Umstanden fiir Glucose und fiir Rohrzucker 


| gefundenen zusammen. Ob mit der Temperatur eine Anderung 


eintritt, bleibt noch festzustellen. 

In der Fig. 1b ist die Veranderung der Aciditit wahrend 
der Girung dargestellt, und zwar, wie in friheren Garungs- 
versuchen aus diesem Laboratorium, durch Striche, welche von 








48 Hans vy. Euler und Thor Lévgren, 






der Anfangsaciditait ausgehen. Man sieht wieder, wie sich die 
Form der Girungskurve dabei mit der Zeit andert. 
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Fig. 1b. 







Entwicklung der Galaktosegarung der R-Hefe durch Vor- 
behandlung (Anpassung) und die Konstanz dieser Garfahigkeit. 
Es sind zwei voneinander unabhingige vergleichende Ver- 


suchsreihen angestellt worden, die mit I und II bezeichnet 
werden. 









I. Versuchsreihe. 


Die Vorbehandlung (Anpassung) wurde teils mit, teils ohne 
Zusatz von Hefewasser durchgefiihrt; demgemaB wurden zwei 
verschiedene Vorbehandlungs (Anpassungs-) Lésungen hergestellt. 











Anpassungslésungen: 
A. . . . B. 
250 ccm Wasser, 240 com Wasser, 
25 g R-Hefe, 25 g R-Hefe, 
5 g Galaktose. 5 g Galaktose, 






10 cem Hefewasser. 
Das Hefewasser wurde bereitet durch 1/, stiindiges Kochen 
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yon 15 g Trockenhefe mit 200 com Wasser und darauf folgen- 


| des mehrstiindiges Erwarmen auf dem Wasserbad. 


Die Girungslésungen hatten folgende Zusammensetzung: 


5 ecm Wasser oder Hefewasser, 

5 eem 4 °/,ige Phosphatlésung, 

0,5 g Galaktose oder Glucose, 

1 cem Hefesuspension aus A oder B. 


Nach der 160 Stunden dauernden Vorbehandlung der 
Hefe in A oder B wurde 50 ccm von A und 50 ccm von B 
abzentrifugiert. Die Hefe wurde in 10 com Wasser auf- 
geschliammt und zu Girungsversuchen verwendet. Die iibrige 
Hefe von A und B wurde ebenfalls abzentrifugiert und zu 
250 com 2°/,iger Glucoselésung gegeben; dadurch wurde also 
der Hefe das Garsubstrat, an welche sie ,,angepaBt“ war, ent- 
zogen und ibr ausschlieBlich das natiirliche Girsubstrat Glucose 
geboten; es wurde der Hefe die Galaktose sozusagen wieder 
,abgewohnt*,’) 

Nach jeder ,Abgewohnung“ wurden wieder 50 ccm der 
Abgewéhnungslisung (Glucoselésung) zentrifugiert, die Hefe 
wurde in 10 ccm Wasser aufgeschlammt und zum Girversuch 
verwendet. 

Bei allen Girungen wurde mit der Aciditit p, = 4,90 


| begonnen. ? 


Wir geben die Resultate dieser I. Versuchsreihe in Kurven 
(Fig. 2—9) an. 

Aus den angefiihrten Zahlen wurde die Vergirungs- 
geschwindigkeit fiir Glucose und fiir Galaktose innerhalb ver- 
schiedener Zeiten berechnet. Dabei ist eine Korrektion ein- 
gefiihrt worden, durch welche alle Zahlen auf das gleiche 
Trockengewicht wie das der urspriinglichen Hefe reduziert 
werden. Je 2 Parallelversuche sind angegeben. 





) Diese der Biologie entlehnte Bezeichnung ,,Anpassung“ und 
»Abgew6hnung“ werden hier nur deshalb gelegentlich verwendet, weil 
Wir einen anderen kurzen und eindeutigen Ausdruck nicht gefunden 
haben; im allgemeinen halten wir es fiir wiinschenswert, da8 im Gegen- 
teil bei Untersuchungen wie die vorliegende die biologischen Bezeich- 
nungen durch genauer definierte ersetzt werden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLVI. 4 
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der Anfangsaciditét ausgehen. Man sieht wieder, wie sich die 
Form der Giarungskurve dabei mit der Zeit Andert. 
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Fig. 1b. 







Entwicklung der Galaktosegarung der R-Hefe durch Vor- 
behandlung (Anpassung) und die Konstanz dieser Garfahigkeit. 







Ks sind zwei voneinander unabhiangige vergleichende Ver- 4 
suchsreihen angeste]lt worden, die mit I und II bezeichnet © 
werden. j 







I. Versuchsreihe. 






Die Vorbehandlung (Anpassung) wurde teils mit, teils ohne : 
Zusatz von Hefewasser durchgefithrt; demgema8 wurden zwei | 
verschiedene Vorbehandlungs (Anpassungs-) Lésungen hergestellt. | 











Anpassungslésungen: : 

A. . . ‘ B. 4 

250 ccm Wasser, 240 cem Wasser, q 
25 g R-Hefe, 25 g R-Hefe, d 
5 g Galaktose. 5g Galaktose, ‘ 


10 eem Hefewasser. 





—06hClCKlC(C Rk lC“‘C NSC 





Das Hefewasser wurde bereitet durch '/, stiindiges Kochen 7 | 
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von 15 g Trockenhefe mit 200 ccm Wasser und darauf folgen- 
des mehrstiindiges Erwiarmen auf dem Wasserbad. 
Die Girungslésungen hatten folgende Zusammensetzung: 
5 ecm Wasser oder Hefewasser, 
5 eem 4°/,ige Phosphatlésung, 


0,5 g Galaktose oder Glucose, 
1 cem Hefesuspension aus A oder B. 


Nach der 160 Stunden dauernden Vorbehandlung der 
Hefe in A oder B wurde 50 ccm von A und 50 ccm von B 
abzentrifugiert. Die Hefe wurde in 10 ccm Wasser auf- 


4 geschlimmt und zu Girungsversuchen verwendet. Die iibrige 


Hefe von A und B wurde ebenfalls abzentrifugiert und zu 
250 com 2°/,iger Glucoselésung gegeben; dadurch wurde also 
der Hefe das Giarsubstrat, an welche sie ,,angepaBt“ war, ent- 
zogen und ihr ausschlieBlich das natiirliche Girsubstrat Glucose 
geboten; es wurde der Hefe die Galaktose sozusagen wieder 
,abgewohnt*.?) 

Nach jeder ,Abgewohnung“ wurden wieder 50 ccm der 
Abgewéhnungslisung (Glucoselésung) zentrifugiert, die Hefe 
wurde in 10 ccm Wasser aufgeschlammt und zum Girversuch 


* verwendet. 


sit. 7 
er- @ 


Bei allen Garungen wurde mit der Aciditit p, = 4,90 
begonnen. 

Wir geben die Resultate dieser I. Versuchsreihe in Kurven 
(Fig. 2—9) an. 

Aus den angefiihrten Zahlen wurde die Vergirungs- 


j ) geschwindigkeit fiir Glucose und fiir Galaktose innerhalb ver- 


hen © 


schiedener Zeiten berechnet. Dabei ist eine Korrektion ein- 
gefihrt worden, durch welche alle Zahlen auf das gleiche 
Trockengewicht wie das der urspriinglichen Hefe reduziert 
werden. Je 2 Parallelversuche sind angegeben. 





1) Diese der Biologie entlehnte Bezeichnung ,,Anpassung“ und 
»Abgewohnung“ werden hier nur deshalb gelegentlich verwendet, weil 
wir einen anderen kurzen und eindeutigen Ausdruck nicht gefunden 
haben; im allgemeinen halten wir es fiir wiinschenswert, da8 im Gegen- 
teil bei Untersuchungen wie die vorliegende die biologischen Bezeich- 


“} ungen durch genauer definierte ersetzt werden. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLVI. 4 
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Vergérungsgeschwindigkeit (siche Fig. 10 u. 11). 








Anpassung Anpassung 
ohne Hefewasser mit Hefewasser 





: cA ‘ Art und Dauer 
Gir. mit | Gir. ohne | Gir. mit | Gir. ohne 
Hefew. Hefew. Hefew. | Hefew. der 


Vorbehandlung 





Glucose 
1—2 Stdn. | 83—5 Stdn. | 1—2 Stdn. | 3—5 Stdn. 








44,1| 44,1 | 17,5 | 17,6 | 38,2 | 39,4] 17,5 | 17,7] 160Stdn. Anpassung 

44,9| 44,9 | 17,7 | 17,4 | 44,5 | 45,4] 17,0| 17,1] 15 ,, Abgewdhnung 

41,5 | 42,3 | 16,7 | 16,6 | 89,7 | 40,8] 165/163] 39 ,, 

42,6 | 42,7 | 16,9 | 16,7 | 40,0 | 39,7] 15,9 | 15,8] 64. ,, ss 
Galaktose 


4—8 Stdn. |6—12 Stdn.| 4—8 Stdn. | 6—12 Stdn. 





























16,1| 15,5] 3,9 | 8,5 | 15,7] 19,4] 4,1 | 3,8 | 160Stdn. Anpassung 
22,.7| 22.31 4,0 | 4,1 | 22,5] 250] 4,1 | 4,2 | 15 ,, Abgewdhuung 
15,7| 14,6] 4,0 | 4,0 | 15,71 16,6] 3,5 | 3,6 | 39. ,, 

16,1| 16,1] 3,9 | 4,7 }14,6 | 15,8] 8,7 | 4,1 | 64 _,, - 


























Aus dieser Zusammenstellung wird der durchweg starke 
EinfluB des Hefewassers auf die Garungsgeschwindigkeit, sowohl 
der Glucose als der Galaktose, deutlich; bei letzterem Zucker 
ist die Beschleunigung, etwa 1:4, noch etwas gréBer als bei 
Glucose (im Mittel 1:3). Bei diesem KinfluB des Hefewassers 
handelt es sich, wie aus friiheren Ergebnissen von Myrbiack 
und R. Nilsson hervorgeht, nicht um die darin befindliche 
Co-Zymase, welche auf frische Hefe sehr wenig Wirkung aus- 
iibt, sondern vermutlich um den Biokatalysator Z.') 

Der EinfluB des Hefewassers auf die Vorbehandlung ist, 
wie die Zusammenstellung zeigt, gering. 

Zunichst muB betont werden, daB die Anpassung sowohl 
mit als ohne Hefewasser nur zu einer Girfahigkeit fiir Galak- 
tose gefiihrt hat, welche etwa 40 °/, der fir Glucose gefundenen 
entspricht, wihrend bekanntlich andere Hefen oft nicht nur 


pe 









1) Euler u. Swartz, Diese Zs. Bd. 140, S. 146 (1924); Euler u. 
Myrbick, Dicse Zs. Bd. 141, 8. 297 (1924). 
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die gleiche Girfaihigkeit gegentiber Galaktose und Glucose er- 
reichen, sondern sogar fiir Galaktose eine noch etwas gréBere.’) 

Besonders bemerkenswert ist aber, daB die an 
Galaktose angepaBte Hefe die Fahigkeit zur Galak- 
tosevergarung nach Zuriickfiihren auf ihr urspring- 
liches Garsubstrat Glucose lange Zeit beibehilt. Dies 
wird durch die folgende Versuchsreihe bestitigt. 


II. Versuchsreihe. 


Zur Vorbehandlung der Hefe mit Galaktose wurde folgende 


Lisung verwendet. 
200 ccm Wasser, 


4g Galaktose, 
20 g Hefe. 
Die Zusammensetzung der Girungsfliissigkeiten war folgende: 


5 eem 4°/,ige Phosphatlésung, 

5 cem Hefewasser. — Trockengewicht 0,0128 g per ccm, 
1 ccm Hefesuspension, 

0,5 g Galaktose odér Glucose. 


Nach einer 280 Stunden dauernden Vorbehandlung wurden 
25 com der Lésung abzentrifugiert. Die Hefe wurde in 5 ccm 
Wasser aufgeschlimmt und diese Suspension zur Garung ver- 
wendet. Der Rest der Hefe wurde abzentrifugiert und zu 
175 com 2°/,iger Glucoselésung zugesetzt. 

Nach jedem solchen ,, Abgew6hnungsversuch“ wurden 25 ccm 
der Lésung abzentrifugiert und die Hefe in 5 ccm Wasser 
aufgeschlammt, worauf die Suspension wieder zur Girung ver- 
wendet wurde. 

Ktwa jeden zweiten Tag wurde zu den bei den Ab- 
gewohnungsversuchen verwendeten Liésungen neue Glucose zu- 
gesetzt, so daB diese Lisungen stets etwa 2°/, Glucose ent- 
halten. Von Zeit zu Zeit wurde die Hefe abzentrifugiert und 
mit gleichviel 2 °/, iger frischer Glucoselésung versetzt. Aciditat 
bei den Garungen p,, = 4,90. 

Die Resultate dieser Versuchsreihe II geben wir durch 
die folgenden Tabellen an. 





1) Vgl. hierzu z. B. Slator, Jl. Chem. Soc. Bd. 93, S. 217 (1908); 
Harden u. Norris, Proc. Roy. Soc. Bd. 82, S. 645 (1910); Willstatter 
u. Sobotka, Diese Zs. Bd. 123, S. 176 (1922). 
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Girung mit frischer Hefe. 
Temperatur 30°. Trockengewicht 0,0691 g per cem. 















Stunden 




















Glucose Galaktose 
1 2 5 6 
84,4 34,2 0 0 
89,3 89,8 on —_ 
1,1 1,4 
6,0 6,8 
10,8 12,1 
18,0 19,6 
27,1 29,5 
40,3 42,9 
57,0 60,5 
78,0 82,2 





Oma De WO DN = 


10 


Girung mit vorbehandelter Hefe, Vorbehandlungszeit = 280 Stunden. 
Temp. 80°. Trockengewicht der Hefesubstanz = 0,0704 g per ccm. 











4,7 
18,7 
45,1 
80,9 








4,6 
18,4 
45,0 
80,7 


Riickbehandlung (Abgewoéhnung) 1. 
Temperatur 30°. ‘Trockengewicht der Hefesubstanz = 0,0695 g. 





0 
2,8 
6,7 

13,6 

22,5 

34,1 

48,4 

66,8 

88,2 


0 
2,4 
7,3 

14,4 

23,4 

35,3 

49,7 

68,3 

89,9 








OomaAltlnmor &O DN 


—_ 
fous) 


Riickbehandlungszeit 43 Stunden. 








6,1 
23,0 
50,5 
85,5 













6,0 
22,8 
50,3 
85,3 
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Riickbehandlung (Abgewoéhnung) 2. 
Trockengewicht 0,0638 g pro ccm. 


Riickbehandlungszeit 67 Stunden. 


57 








Glucose 


Galaktose 





Stunden 








Riickbehandlung (Abgewéhnung) 3. 
Temperatur 30°. 














onMmnnw rk © N = 


—_ 
i) 


Riickbehandlungszeit 116 Stunden. 
Trockengewicht 0,0623 g pro cem. 








14 
21,7 
57,8 
93,0 


Riickbehandlung (Abgewéhnung) 4. 
Temperatur 30°. 





7,6 
27,8 
58,7 
94,0 
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Riickbehandlungszeit 186 Stunden. 
Trockengewicht 0,0618 g pro cem. 








5,5 
21,1 
46,8 
80,8 





5,4 
20,9 
46,8 
81,1 
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Riickbehandlung (Abgewéhnung) 5. 
Temperatur 30°. Trockengewicht 0,0601 g pro ccm. » 


Hans v. Euler und Thor Livgren, 


Riickbehandlungszeit 282 Stunden. 


























Glucose Galaktose 
Stunden 

1 2 3 4 
4,6 5,0 0 0 1 
16,1 16,2 oa on 9 
38,9 38,7 2,4 2,0 3 
71,9 71,7 7,2 7,1 4 
104,8 104,6 14,3 14,4 5 
23,2 23,5 6 
34,2 34,7 1 
46,8 46,8 % 
60,0 61,0 9 
15,6 16,9 10 
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Aus den angefihrten Zahlen wurden die Vergiarungs- 
geschwindigkeiten fiir Glucose und Galaktose berechnet und 
zwar — um Perioden des gleichen Fortschritts der Girung 
zu treffen — fiir Glucose zwischen 2 und 4 Stunden (auBer 
der urspriinglichen Hefe, wo die Berechnung zwischen 1 bis 
2 Stunden geschah), fiir Galaktose zwischen 4 und 9 Stunden. 
Zwecks Reduktion auf gleiches Trockengewicht sind Korrektionen 
eingefiihrt. 


Vergirungsgeschwindigkeit (30°) in eem CO, per Stunde. 


























Glucose Galaktose *) Vorbehandlung der Hefe 
54,9 55,1 5,2 5,6 Ausgangshefe 
30,5 30,6 11,8 12,0 280 Stdn. angepabt 
31,1 31,1 14,2 18,2 43 Stdn. Abgewohnung 
36,8 36,7 14,0 13,1 67 Stdn. Abgewéhnung 
36,3 36,7 13,5 13,4 116 Stdn. Abgew6hnung 
83,5 38,7 13,0 13,0 186 Stdn. AbgewoShnung 
32,1 82,0 12,2 12,4 282 Stdn. Abgewéhnung 


Durch diese II. Versuchsreihe werden die Ergebnisse der 
ersten in allen wesentlichen Punkten bestatigt. Die Anpassung 
unserer Oberhefe an Galaktose geht nicht weiter als bis zu 





') Die CO,-Entwicklung der nicht angepaften Hefe (Ausgangshefe) ; 


diirfte z. T. von der Selbstgirung (Verbrauch des eigenen Glykogens) 
und z, T. von der geringen Anpassung wihrend des Girversuchs herriihren. 
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rund 40°/, der Vergirungsgeschwindigkeit fiir diese Zuckerart. 
Wie in der ersten Versuchsreihe ging auch jetzt die Garungs- 


-geschwindigkeit der Hefe fiir Glucose durch die Anpassung 


an Galaktose erheblich -— im Verhaltnis 55:30 — zuriick. 


| Siehe ferner die Kurven der Figg. 10 u. 11, welche den Wechsel 
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Fig. 10. 


' ter Garfahigkeit im Verlauf der Vorbehandlung angeben und 
Baie Zusammenfassung 8.15. Zwischen den mit unserer Ober- 
hefe R gewonnenen Resultaten und denjenigen, zu welchen 
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eine Miinchner Brauereihefe gefiihrt hatte, bestehen also sehr : : 

wesentliche Unterschiede. q 
Weitere Versuche miissen zeigen, ob man ein klareres Bild 

der Verhialtnisse erhailt, wenn man — statt wie in Figg. 10 : 
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Fig. 11. 
und 11, die Garfahigkeiten als Funktion der gesamten Vor- | 
behandlungszeit aufzutragen — die Beziehungen zwischen | 
Garfahigkeit (Anpassung und Abgewéhnung) und Anzahl durch- | 
gemachter Generationswechsel aufsucht bzw. die wibrend der | 
Vorbehandlungen eintretenden Energiewandlungen _beriick- | 
sichtigt. 
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Anhang. 
Lactosegérung. 


Nach einem Schlu8, den Willstiatter') aus scinen Untersuchungen 
gezogen hat, daB die Disaccharide der direkten Vergiirung unterliegen 
kénnen, ohne vorher hydrolysiert zu werden, lag die Méglichkeit vor, 
daB eine Hefe, welche an Galaktose angepaft wird, gleichzeitig die 
Fihigkeit zur Lactosevergiirung erwirbt. Wir haben diese Méglichkeit 
durch eine Reihe von Versuchen gepriift, von welchen wir die folgenden 
hier anfiihren: 














PH 
4,95 | 8,07 6,26 2,85 7,14 Bona Stdn. 
tie SrA Ss 77 tt © i wie 











7,2|7,4|0,210,3| 7,8 | 7,4 |0 |0 4,8 | 10,5 | 0,9] 0 38 
7,4|7,9/0,8/0,9| 9,8 | 9,7 [05/05] 65 | 17,5 }1,3}— | 42 
7,6 | 8,1| 2,7| 2,3} 20,2 | 20,9 |1,711,9| 15,1 | 53,8 121/05] 61 
7,6 | 8,2 | 3,0| 2,5 | 23,4 | 24,7 |1,8/2,0; 18,4 | 63,9 | 2,2/0,6] 67 












































} 74/8,0/ 3,6] 2,9 Deter to 2.4| 2.5 ero ol 28}0,7| 92 

F 7,6| 7,9 | 3,9 | 3,0 cas ae 3,3 | 2,6 babel gr 8,1 | 0,7 | 114 

IB CA) 24/41 | 8,1 |Phosphat) ge-) 84/24) cotst aut: | 2 | 6 | 186 

4 Pu | Po™ Po = | Pu™ 

4 5,00 | 6,25 7,90| 4,90 

4 1,3 | 0 0 0 23 

q eo | 26] 1,2 40/5 

4 2,9 | 10,6 4,6 | 0,9 47 

4 3,1 | 19,7 13,1 | 0,9 6381/, 

4 8,2 | 21,8 15,7 | 0,7 68'/, 

; 8,4. | 25,7 26,8 | 0,5 90 

4 80 | — 87,9 | 0,8 113 

‘ Wir deuten diese Zahlen einstweilen so, daB in denjenigen Versuchen, 
yr- | | bei welchen CO, entwickelt wurde, Infektion durch Milchsiurebakterien 
an ' eingetreten ist, wie auch in zwei Fiillen direkt nachgewiesen werden 
5. 4 konnte. Nach Hydrolyse der Lactose durch die Milchsiurebakterien 
al * hat dann die Vergiirung der Glucose und (nach erfolgter Anpassung) 


auch der Galaktose begonnen. 


Omens 





1) Willstitter u. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, S. 221 (1921). 


: 
: 
i 
| 
: 




















62 H. v. Euler und T. Lévgren, Die durch Vorbehandlung usw. 


Zusammenfassung. 


An unserer Brennerei-Oberhefe R wurde durch Vorbehand. | 
lung mit Galaktose die Fahigkeit zur Vergiérung dieser Zucker- 
art entwickelt. Dabei haben sich gegentiber friiheren von © 
Euler und Emberg (an Unterhefe) angestellten orientierenden | 
Versuchen wesentliche Unterschiede ergeben. | 

Bei der Anpassung unserer Hefe an Galaktose ging die | 
Girfihigkeit der Hefe gegen Glucose im Verhiltnis 55:30 | 
zuriick. Gleichzeitig wurde eine Garfahigkeit gegen Galaktose | 
entwickelt, welche nie 50°/, der fiir Glucose gefundenen erreichte. | 

Nach dieser Vorbehandlung (Anpassung) wurde 7 
die Hefe wieder in ihrem natirlichen Nahrmediun, | 
Glucose, weiter behandelt. Auch wenn die Zeit dieser 
Riickbehandlung (Abgewéhnung) diejenige der An- 
passung erreichte oder ibertraf (282 Stunden) trat ein 
Rickgang der Girfaihigkeit gegen Galaktose nicht ein. | 

Besonders bemerkenswert ist der Verlauf der Vorbehand- | 


lungskurven, Figg. 10 u.11. Nachdem die mit Galaktose | 
vorbehandelte Hefe in Glucose zuriickgebracht war, 
stieg die Giarfihigkeit fiir Galaktose immer noch | 
wesentlich an. 
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Uber die Oxydation von Essigsadure, Aceton und Toluol. 


Von 
F. Knoop und M. Gehrke. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1925.) 








I. Wher die Oxydation von Essigsiure und Aceton mit 
Hydroperoxyd. 

Der Abbau aller Hauptnahrstoffgruppen fihrt iiber die 
verschiedensten Zwischenstufen zur Bildung zwei- und drei- 
gliedriger Kohlenstoffketten, von denen Essigsiure und Aceton 
besonders resistent erscheinen. Ihr physiologisches Schicksal 
ist in Dunkel gehiillt. Zunichst laBt sich gar nicht iibersehen, 


+ wieviel Essigsiure intermediir gebildet wird. Da8 die beim 


Abbau der Fettsiuren vielleicht paarig abgelisten C-Atome 
als Kssigsiure abgesprengt werden, kann man theoretisch als 
wahrscheinlich ansehen, — sicheres wissen wir auch dariber 
nicht. In welchem Umfange die Acetessigsiure nach dem 
Prinzip der Saurespaltung zerfallt oder nach dem der Keton- 


‘spaltung, ob sie nicht anderweitige Reaktionen eingeht, wie 


Aceton abgebaut wird, wie Milchséure oder die Isosiurereste 
der Aminosiuren im Hauptwege verbrannt werden, all das ist 
noch zu wenig gesichert, um ein klares Bild iiber den Umfang 
der intermediiren Bildung von Essigsiure und Aceton zu ge- 
statten. 

Adolf Loeb?) méchte die Essigsiure zum Aufbau der 
Fettsiiuren durch direkte Kondensation tiber Acetessigsiure, 
etwa umgekehrt wie die Siiurespaltung des Esters, in Anspruch 





1) Biochem. Zs. Bd. 47, 8. 118 (1912). 


* 
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nehmen. Indessen fehlt fiir einen solchen Vorgang vorerst 
jede Analogie — die bekannte Laboratoriumssynthese des Acet- 
essigesters erfolgt doch unter Bedingungen, die auSerhalb jeder 
physiologischen Vergleichsméglichkeit liegen. Was wird also 
aus der Hssigsiiure, was aus dem Aceton? 

Thunberg hat die Vorstellung begriindet, daB Essigsiure 
tiber Bernsteinsiure abgebaut wird, durch gleichzeitige De- 
hydrierung von 2 Mol. Essigsiure: 


HOOC.CH,H + 0 + HICH,.COOH = COOH.CH,.CH,.COOH + H,0, 


wie sie Moritz und Wolfenstein’) durch Kaliumpersulfat 
realisieren konnten. Auch Wieland hat sich in dem Sinne 
ausgesprochen und diese Méglichkeit besonders durch thermo- 
dynumische Gesichtspunkte niher begriindet. Diese Anschauung 
gibt die Méglichkeit, an der Oxalsiure vorbeizukommen, die 
physiologisch in gréBeren Mengen nicht auftritt. Sie giibe 
ferner ein Verstindnis fiir die ungemein leichte Angreifbarkeit 
der Bernsteinsiure, die dann ein verbreitetes Zwischenprodukt 
sein miBte. SchlieBlich erklirt sie die Bildung von Bruch- 
stiicken, die besser den behaupteten Aufbau der Acetessigsiure, 
sowie den von Kohlehydraten und EiweiBbausteinen verstehen 
lieBen. In einem zusammenfassenden Vortrag in Leipzig?) 
wurde ausgefiihrt, daB so ein Mol. Essigsiiure an dem anderen 
verbrennen kénne, indem zwei Molekiile erst Bernsteinsiure, 
dann Fumar-, Apfel- und Oxalessigsiure bilden, von denen 
letztere entweder nach der Art der Aminosiurensynthese direkt 
Asparaginsiure, oder durch Kohlensiureabspaltung Brenztrauben- 
siure, und damit einerseits das Material zur Fettsynthese, 
andererseit Alanin zur KiweiB- und Milchsiéure zur Zuckersynthese 
liefern kénnte. So wire eine vielseitige Verwendbarkeit der 
Essigsiure denkbar, die der oft diskutierten Anschauung geniigen 
wiirde, daB dem Ubergang der einzelnen Nahrstoffe ineinander 
ihr Abbau zu kleinsten Bruchstiicken vorangehen miisse. 
Wieland, und Thunberg, sowie Algreen haben die gleichen 
Abbaustufen abgeleitet. 











1) Chem. Ber. Bd. 32 S. 2534. 
*) Klin. Wochenschr. Bd. 2, S. 60 (1928). 
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So bestechend diese Vorstellungen auch sind, exakte Be- 
weise fiir diese physiologische Bernsteinbildung dus Essigsiure 
fehlen bisher. Deshalb wird jede Feststellung, die die Be- 
dingungen eines solchen Uberganges betrifit, Interesse finden. 
Um der Frage nachzugehen, haben wir als ein den physio- 
logischen Oxydationen vielfach analog wirkendes Oxydations- 
mittel Wasserstoffsuperoxyd bei Kérpertemperatur unter ver- 
schiedenen Bedingungen — sauer, neutral und alkalisch — zu- 
nichst auf Essigsiure einwirken lassen. Das Ergebnis war wenig 
befriedigend — es wurde auch nach wochenlangem Stehen im 
Brutschrank mit oder ohne Eisenvitriol als Katalysator trotz 
wiederholtem Zusatz von iiberschiissigem Peroxyd 96—98°/, 
und mehr an Hssigsiure zuriickgewonnen. Der Rest lieferte 
bei Verzicht auf alle fliissigen Substanzen einen geringen Riick- 
stand von einigen Centigrammen, der meist von Krystallen durch- 
setzt war, die, da sowohl die Essigsiiure, wie das Peroxyd frisch 
destilliert waren, die Bildung von Oxydationsprodukten beweisen. 
Zur Identifizierung reichten sie nie. Aber in allen Fallen 
gaben diese Rohsiuren ganz eindeutig die Pyrrolreaktion von 
Neuberg bei trockenem Erhitzen mit Ammoniak und Zinkstaub, 
Kinmal gelang eine geringe Abscheidung des sauren Kalium- 
salzes einer Saiure, die nach dem Verhalten ihres Kalksalzes, 
in der Wirme eine Gallerte zu bilden, die sich beim Abkihlen 
wieder. liste, und durch die Mohlersche Farbenreaktion mit 
Resorcin zweifellos Weinsiure war. Ob diese oder auch Bern- 
steinsiure die Pyrrolreaktion lieferte, sei dahingestellt — jeden- 
falls hat hier eine Bildung viergliedriger C-Ketten stattgefunden, 
die die gesuchte oxydative Synthese von lingeren C-Ketten 
aus zweigliedrigen darstellte. Wenn sich die Essigsiure so 
resistent gegen Hydroperoxyd erwies, Bernsteinsiure aber nach 


>| Neuberg und Wieland leicht angegriffen wird, und z. B. in 
| einer Ausbeute bis zu 32°/, Acetaldehyd liefert, so wird einmal 
: gebildete Bernsteinsiure vermutlich eher weiterer Oxydation 


verfallen, bevor neue Essigsiure angegriffen wird. In dem Falle 
kann man kaum darauf rechnen, Bernsteinséure zu fassen. 
Kin solche Resistenz gegen Wasserstofisuperoxyd, wie die 


 Essigsiure lassen manche ihrer Vorstufen nicht erwarten — so 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXLVI. 5 


? 
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ist bekannt, daB z. B. bei Aceton die Wasserstoffatome der 
Methylgruppen durch die Nachbarschaft des Carbonyls weit- 
gehend aufgelockert sind. Wir haben deshalb auch das Aceton 
in den Kreis unserer Untersuchung gezogen. Dabei konnten 
wir sogleich titrimetrisch feststellen, daB das Peroxyd wesentlich 
schneller verbraucht wird, die Menge des unangegriffenen 
Acetons rascher abnimmt und die Ausbeuten an Rohriickstand 
eréBer sind. Diese Rohsiuren haben wir wiederholt nach dem 
Verfahren von Jorgensen?) aut Bernstein-, Apfel- und Wein- 
siure nebeneinander untersucht und z. B. einmal aus einem 
Ansatz von 15 g Aceton nach zweiwéchentlichem Stehen 60°/, 
Ausgangsmaterial zuriickgewonnen (von dem leicht flichtigen 
Material war im Brutschrank zweifellos mangels besonderer 
Abfangvorrichtungen vieles verdampft) daneben aber 551 mg 
Rohsauren isoliert, von denen nach dem genannten Verfahren 
498 mg als Weinsiiure, 21 mg als Apfelsiure und etwa 6 mg 
als Bernsteinsiure anzusprechen waren. Die Methode ist fir 
Nahrungsmittelchemische Untersuchungen der Séuren im Wein 
ausgearbeitet und bestimmt die Bernsteinsiure zuletzt titri- 
metrisch. Da es uns darauf ankam, die Bernsteinsiiure sicher 
zu identifizieren, so haben wir einmal die Rohsiuren von 4 An- 
sitzen & 10 g Aceton vereinigt und nach einem besonderen 
Verfahren von v. d. Heyde und Steiner mit Permanganat alle 
anderen Sauren wegoxydiert unter Bedingungen, die Bernstein- 
siuren nicht angreifen. Dabei konnten wir schlieBlich 8 mg 
Bernsteinsiure in den typischen, schweren Kristallen vom Schmelz- 
punkt 182—183° isolieren, der sich beim Vermischen mit reiner 
Bernsteinsiure nicht anderte. Damit war unser Ziel erreicht — 
offenbar hatte sich die Bernsteinséure hier wegen der leichteren 
Angreifbarkeit des Acetons fassen lassen. Wenn nach den Ar- 
beiten von Zinno, Neuberg, Wieland u.a. die Bernstein- 
siure mit Peroxyd so vielseitig in Apfel- und Weinsiure, 
Acetaldehyde, Essigsiure u. a. Spaltstiicke zerfallt, so haben 
quantitative Bestimmungen dieser Substanzen bei dem vor- 
liegenden Zwecke keinen Wert — sie sagen iiber den Umfang 


1) Abderhalden, Handbuch d. biochem. Arbeitsmethoden. 1. Aufl. 
Bd. 2, S. 32 und 37. 
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der Bernsteinsiurebildung, die uns hier interessiert, ebenso- 
wenig aus, wie der Befund kleinster Mengen von intermediiren 
Stoftwechselprodukten im Blute uns iiber den Umfang von deren 
Bildung im ganzen, unterrichten kann. Aber das eine ist sicher 
gestellt: Essigsiure und noch leichter Aceton, gehen unter der Ein- 
wirkung von Wasserstoffsuperoxyd bei 37° oxydative Synthesen 
ein, die zur Bildung viergliedriger C-Ketten fihren, unter denen 
die Bernsteinsaure jetzt nachgewiesen ist. Wenn dabei Essigsaure 
Bernsteinsaiure und diese wieder Essigsaure bildet, (davon haben 
wir uns noch ganz besonders tiberzeugt und kénnen Neubergs 
Angaben bestitigen) so vermag also 1 Mol. Essigséure an 
dem anderen zu verbrennen, und tritt dabei Acetaldehyd als 
Zwischenprodukt auf, so kann eine scheinbare Reduktion als 
Ergebnis eines zweifellosen Oxydationsprozesses vorgetiuscht 
werden. — Die Feststellung solcher Méglichkeiten wird viel- 
leicht manche Literaturangabe einer Revision zufihren. 

Cahen und Hurtley') haben Bernsteinsiure durch Ein- 
wirkung von Peroxyd auf Buttersiure erhalten und auf eine 
direkte Oxydation der y-Methylgruppe geschlossen. Wir haben 
die Tatsache bestatigen kénnen, und halten bei der vielseitigen 
Wirkungsart des Superoxydes auch ihre Deutung fir wahr- 
scheinlich. Der Befund von Methylbernsteinsiure aus @-Methyl- 
buttersiure durch Raper?) scheint zudem fiir die Auffassung 
der englischen Forscher zu sprechen. Indessen wird auch fir 
solche Befunde die Méglichkeit eines Aufbaues durch oxydative 
Synthesen im Auge behalten werden miissen. Aus Buttersiure 
wenigstens entsteht sowohl Aceton- wie Essigsiure und beide 
kénnen Bernsteinsiure liefern. 

Wieweit sich diese Beobachtungen auf den tierischen Oxy- 
dationsmechanismus iibertragen lassen, mu® zunichst dahin- 
gestellt bleiben. Bedeutungsvoll scheint mir, daB Aceton so 
viel leichter reagiert, als Essigsiure, und unsere Zweifel, ob 
Kssigsiure wirklich in solchem Umfange intermediar entsteht, 
wie viele Kollegen anzunehmen scheinen, findet darin eine 





1) Biochem. Jl. 11, 164 (1917). 
*) Ebenda, 8, 326 (1914). 
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Stiitze. Vielleicht tritt eine anderweitige Verarbeitung der letzten 
Oxydationsstufen vor der Phase einer Essigsdurebildung ein, 
und der Abbau geht z. B. von der Acetessigsiure an ganz andere 
Wege, fiir die die hier beschriebenen die Richtung angeben 
kénnten.?) | 


II. Uber die Oxydation des Toluols im Tierkérper. 


Wenn die Methylgruppe des Essigsiuremolekiils offenbar 
schwer angegriffen wird, so kann das darin liegen, daB eine 
Absprengung von 2 Wasserstoffutomen direkt vom gleichen 
Kohlenstoffatom, wenn es keinen Substituenten trigt, nicht leicht 
eintritt, und daB die Nachbargruppe, das Carboxyl, die 
héchste Oxydationsstufe darstellt. Ein solcher Fall liegt eben- 
falls vor beim Toluol, das im Tierkérper in Benzoesiure 
iibergeht. Hier kann das Nachbarkohlenstoffatom ebenfalls 
keinen Wasserstoff zur Verfiigung stellen — der Benzolkern 
bleibt intakt. Wir haben deshalb an die Méglichkeit gedacht, daB 
in analoger Weise auch Toluol oxydiert werde, indem gerade wie 
bei der Essigsiure intermolekular je ein Wasserstoffatom ab- 
gespalten wird und zwei Toluolreste sich zu Dibenzyl zusammen- 
schlieBen. Moritz und Wolffenstein haben das ebenfalls mit 
Persulfat realisieren kénnen und daneben gezeigt, daB eine solche 
oxydative Synthese durch Dehydrierung zwischen 2 Molekeln 
u. U. eintreten kann, auch wenn eine Dehydrierung im gleichen 
Molekiil méglich ist: Sie erhielten z, B. aus 2 Mol. Athylbenzol 
u. a. 2, 3 Diphenylbutan (symmetr. Dimethyldibenzyl). — Am 
Toluol lieB sich unmittelbar der Verlauf der physiologischen 
Reaktion im Tierkérper durch Untersuchung der theoretisch 
méglichen Zwischenprodukte priifen. 

Wir haben zunichst festgestellt, daB nach 7 g Toluol, die _ 
in 2Tagen einem Hunde per os eingegeben wurden, sich | 
12 g Hippursiure aus dem Harn isolieren lieBen, das sind 76°/, — 


der Theorie. Dann haben wir Dibenzyl aus Benzylchlorid 


synthetisiert, aber selbst nach Verfiitterung von 66 g in 11 Tagen © 





1) Wir haben uns bei diesem Teil der Arbeit der wertvollen Mit- 
hilfe des Herrn Dr. Hubert Oesterlin zu erfreuen gehabt. 
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nicht mehr als die physiologische Menge von Hippursiure und 
Benzoeséure, zusammen weniger als 1 g aus dem Harn isolieren 
kénnen, wahrend mehr als 2 g Dibenzyl unverindert die Nieren 
passiert hatten. Sicherlich wurden von der schwerléslichen 
Substanz nur wenig resorbiert, eine Kontrolle der Resorption 
durch Kotuntersuchung wurde nicht ausgefiihrt. Nebenher wurde 
im Atherextrakt eine geringe Menge von Stilben gefunden, dem 
ungesattigten Dibenzal: C,H,.CH—CH.C,H., indessen konnte 
weder die erste Oxydationsstufe des Alkohols noch die des Ke- 
tons nachgewiesen werden. Das war auffallend. Wenn Stilben 
vorhanden war, aber kein Carbinol, so glaubten wir zunichst 
ein eindeutiges Dehydrierungsprodukt vor uns zu haben, und 
da wir anderseits in einer zweiten Versuchsserie nach Ver- 
fiitterung des Ketons (Desoxybenzoin: C,H, —CH,—CO—C,H,) 
den Alkohol in reichlicher Menge isolieren konnten, so lag es 
nahe anzunehmen, daB aus dem gesittigten Kohlenwasserstoff 
der ungesattigte geworden war — also ein reiner Dehydrierungs- 
prozeB yorlag. Eine Untersuchung des atherextrahierten Harnes 
zeigte indessen eine starke Naphthoresorcinreaktion auf 
Glykuronséiure. Ein neuer Fiitterungsversuch mit 15 g Dibenzyl 
lieferte aus dem Harn, nachdem er zunichst erschépfend mit 
Ather extrahiert und dann 6 Stunden mit 5°/, Schwefelsiure 
zerkocht war, ein Krystallisat von Stilben, das nur aus dem 
Alkohol entstanden sein konnte, der mit Glykurinsiure gepaart 
war und durch das Kochen mit Schwefelsiure in Freiheit 
gesetzt 1 Mol. Wasser abgespalten hatte — ein Verhalten, 
das bekannt ist. Die Gewinnung des Stilbens aus dem ersten 
Atherextrakt scheint dafiir zu sprechen, daB in der Tat de- 
hydriert und dann Wasser angelagert wird. Indessen bleibt die 
Frage bei dem leichten Ubergang des Carbinols in das Stilben 
besser offen — dieses kann auch durch das Aufkochen des 
sauren Atherextraktes entstanden sein.') In einem besonderen 





1) Die Ergebnisse decken sich z. T. mit Befunden, die Sieburg und 
Harloff erhoben haben. (Diese Zs. Bd. 108. S. 195 (1920). Sie unter- 
suchten vor allem die pharmakologische Wirkung einer Anzahl von 
Dibenzylderivaten, interessierten sich dabei aber so wenig fiir das Ver- 
hiltnis der einzelnen Oxydationsphasen, da8 sie z. B. den ungesittigten 
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Versuche haben wir noch festgestellt, daB nach Verfitterung 
von Stilben die Naphthoresorcin-reaktion bedeutend verstarkt 
wird. Das kann wohl nur so gedeutet werden, daB aus dem 
ungesittigten Kérper durch Anlagerung von Wasser der Alkohol 
entstanden und mit Glykuronsiure gepaart ist. Damit liegt 
ein weiterer Beleg fiir diese Fahigkeit des Tierkérpers vor, 
fir die betr. der Bildung von Apfelsiure aus Fumarsiure eine 
Bestatigung erwiinscht erscheint. — Wir haben dann weiter 
sowohl den Alkohol wie das Keton verfiittert und fir beide 
keine Vermehrung der Hippursiure- oder Benzoesdurefraktion 
feststellen kénnen. Diese Tatsache trifft nun das, was uns 
zu dieser Versuchsreihe veranlaBt hat: Wenn nach Verfiitterung 
von Kohlenwasserstoff, Alkohol und Keton die Ausscheidung 
der freien oder gepaarten Benzoesdéure stets in den Grenzen 
der normalen Harnwerte blieb, so kann keiner der genannten 
Kérper als Zwischenprodukt bei dem Ubergang von Toluol in 
Benzoesdiure angesehen werden. 

Wir sind so gendtigt, fir diesen Fall ein anderes physio- 
logisches Oxydationsschema zu wihlen, als wiees Thunberg und 
Wieland fir die Essigsiure vorgeschlagen haben. Das kann in- 
dessen nicht iiberraschen. Einmal ist ja die viel leichtere An- 
greifbarkeit der Alkylseitenketten charakteristisch fiir die Benzol- 
reihe. Dann aber wird eine Substanz von den unphysiologischen 
HKigenschaften eines Kohlenwasserstoffes ganz anderen Be- 
dingungen des oxydativen Angriffes im Tierkérper begegnen, 
wie Essigsiure, die Salze bilden und sich chemisch, physikalisch 
und physiologisch ginzlich anders verhalten muB. 

















Methodisches. 


Frisch destillierte Essigsiure oder Aceton wurde mit 
wechselnden Mengen von Wasserstoffsuperoxyd, berechnet fiir 
2, 4, 6 und mehr Atome Wasserstoff, in 10°/,iger wabBriger 
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Kohlenwasserstoff fiir ein Reduktionsprodukt des gesittigten ansahen 
(S. 199). — Den angegebenen Befund von o-Benzylbenzoesiiure, die Sie- 
burg und Harloff nach Verfiitterung von Desoxybenzoin an Kaninchen 
isoliert haben wollen, konnten wir am Hund nicht bestiitigen. Ihre Ent- 
stehung erscheint vor der Hand vdllig ritselhaft. 
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Uber die Oxydation von Essigsiure, Aceton und Toluol. 71 


Lésung, teils mit, teils ohne Hisenvitriol, teils sauer, teils mit 
Baryt neutralisiert oder alkalisch gemacht 2—4 Wochen in den 
Brutschrank gestellt. Von Zeit zu Zeit wurde der Gehalt an 
Peroxyd und an HEssigséure- bzw. Aceton titrimetrisch kon- 
trolliert. Nach AbschluB wurde der vorhandene Rest von 
Peroxyd mit Tierkohle zerstért, die Zusitze von Basen- oder 
Kisenvitriol quantitativ entfernt und alles fliichtige Material 
durch EKindampfen zur Trockne verjagt. Der Riickstand wurde 
als Rohséiure angesprochen und wiederholt nach dem lang- 
wierigen Verfahren von Jérgensen aufgearbeitet, wie es im 
Handbuch von Abderhalden, 1. Aufl, Bd. II 8S. 32 und 37 
ausfiibrlich beschrieben ist. Zur Identifizierung der Bernstein- 
siure aus Aceton wurde nach v.d. Heyde und Steiner!) mit 
Permanganat oxydiert. Hier wurden aus 40 g Aceton 8 mg 
Bernsteinsfiure gewonnen, die bei 182—183° scharf schmolzen 
und mit reiner Bernsteinsiure vermischt, den Schmelzpunkt 
nicht anderten. 

Die Darstellung des Dibenzyls, des Stilbens und des zu- 
gehérigen Alkohols und Ketons erfolgte nach bekannten Me- 
thoden. Die Hippursiure wurde durch Atherextraktion im 
Schacherl gewonnen, Dibenzyl und Stilben aus dem Wasser- 
dampfdestillat isoliert. 





1) ©. 1909 I, I, S. 1610. 























Untersuchungen itiber «-Amino-N-Carbonsdureanhydride. 


Von 


F. Wessely. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1925.) 


Die w-Amino-N-Carbonséureanhydride stellen einfache 
Typen von Kohlenséureverbindungen aminohaltiger Stoffe dar, 


die nach den wenigen vorliegenden Literaturangabenals inter- 
essantes Ausgangsmaterial fiir synthetische Prozesse gekenn- 
zeichnet schienen. 

Die erste Synthese derartiger Anhydride, die man als 
1,5-Dioxo-oxazolidine auffassen kann, wurde von Leuchs’) 
durchgefiihrt. Nach seinen Angaben geht das Glycincarbon- 
siureanhydrid mit viel Wasser bei 0° ohne sichtbare Ver- 
anderung klar in Lésung, beim Erwarmen auf 15° tritt Zerfall 
in Kohlenséure und Glykokoll ein, da ja die intermediar ent- 
standen gedachte Glycincarbonséure in freiem Zustande un- 
bestindig ist. Mit der doppelten Menge Wasser bei Zimmer- 
temperatur verrieben, spaltet sich die Kohlensaure sofort unter 
Bildung eines wasserunléslichen Kérpers ab, der nach Leuchs 


CH,-CO 
ein polymeres Anhydrid der allgemeinen Form re ist 





1) Leuchs, Chem. Ber. Bd. 89, S. 857 (1906); Leuchs u. Manasse, 
Chem. Ber. Bd. 40, 8S. 3248 (1907); Leuchs u. Geiger, Chem. Ber. 
Bd. 41, S. 1721 (1908). 
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Untersuchungen iiber a-Amino-N-Carbonsiureanhydride. I. 73 


Diese Reaktion A, Kohlensiureabspaltung und Bildung poly- 
merer Anhydride, vollzieht sich beim Kochen mit Alkohol bei 
allen von Leuchs untersuchten Aminocarbonsiureanhydriden. 
Auch Erhitzen und Stehen in wasserhaltigen organischen 
Lésungsmitteln bewirkt Bildung polymerer Anhydride. Durch 
Kinwirkung alkoholischer Salzsiure werden salzsaure Amino- 
saureester gebildet. 

Curtius'), der spater Aminocarbonsiureanhydride durch 
Verkochen substituierter Malonsiureazide darstellte, bestatigte 
die Angaben von Leuchs, ferner versuchte er durch Anilin- 
einwirkung die Anilide der den Anhydriden zugrunde liegenden 
Aminosaiuren entsprechend der Reaktion B darzustellen. 


CO-NH-CHR-CO 
| + C,H;-NH, 





- 
= CO, + NH, CHR-CZ, 4, Reaktion B. 
‘es 


Dies gelang nur beim Phenylalanin-N-Carbonsaureanhydrid. 
Bei anderen Anhydriden wurden Substanzen erhalten, die 
Curtius als polymere Anhydride anspricht. 

F. Fuchs?) hat das N-Carboxyl-N-Phenylglycinanhydrid 
und das N-Carboxyl-N-Paratolylglycinanhydrid gewonnen. Seinen 
kurzen Ausfiihrungen ist zu entnehmen, daB aus diesen mit 
Alkohol der Ester, mit Anilin das Anilid der entsprechenden 
Aminosaure nach der Reaktion B darstellbar sind. 


Versuche, 
Darstellung der Amino-carbonsiureanhydride, 


__ CO-NH-CH,-CO 
Das Glycincarbonsiureanhydrid é | wurde im 





wesentlichen nach den Leuchsschen Angaben dargestellt. Zur 





) Curtius u. Sieber, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1543 (1922). Herrn 
Geheimrat Curtius bin ich fiir den Hinweis auf noch unverdffentlichte 
Dissertationen seiner Schiiler W. Wirbatz, A. Penkieser, J. Gaier, 
W. Schenk, W. Lehmann, die Darstellungsvers. verschied. kohlen- 
stoffsubstituierter Oxazolidine enthalten, zu Dank verpflichtet. 

*) F. Fuchs, Chem. Ber. Bd. 55, S. 2943 (1922). 
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Reinigung wurde es zuerst mit wenig Essigester gewaschen, in 

dem die verunreinigenden Stoffe leichter léslich sind. Aus 

der Waschfliissigkeit wurde durch Kihlung mit Kohlensaure- 

acetongemisch das geléste Anhydrid auskrystallisiert. So 

erhilt man durch wenige Operationen ein fast reines Produkt. 
In Aceton ist die Substanz monomolekular gelést. 


0,2489 g Substanz in 11,08 g Aceton (K = 1800) gaben eine Siede- 
punktserhéhung von 0,320°. 
Mol. Ber. 101 Gef. 124. 


Zur Darstellung des N-Carboxyl-N-Phenyl-glycinanhydrids 
wurde ahnlich dem Leuchsschen Verfahren das Carbometh- 
oxy-N-Phenylglycin, das aus dem Athylester (Kp,, 168—171% 
durch Verseifung dargestellt war, mit Thionylchlorid bei 40° 
chloriert und dann 1 Stunde auf 50° im Vakuum erhitzt; 
Ausbeute 80°/,. Schmelzp. 142°, unter Kohlensaiureabspaltung 
und Bildung eines festen Kérpers. 

Die am Kohlenstoff substituierten Aminocarbonsiure- 
anhydride wurden nach dem Verfahren von Curtius dar- 
gestellt. Es gelang nicht, aus den nur mit Natriumsulfat ge- 
trockneten Atherischen Lésungen der Benzylmalonazidsaure das 
Phenylalanin-N-Carbonsiureanhydrid zu erhalten. Der Wasser- 
gehalt derartig getrockneter Lésungen verursachte aus dem 
intermediaér entstehenden Carbonsdureanhydrid die Bildung der 
sogenannten polymeren Anhydride. Erst als die mit Natrium- 
sulfat vorgetrockneten Lésungen mit dfters erneuerten kleinen 
Mengen Phosphorpentoxyd méglichst rasch behandelt wurden, 
konnte das Anhydrid in guter Ausbeute erhalten werden. 


Einwirkung von Wasser auf N-Carbonsiureanhydride. © 
La8t man Glycincarbonsiureanhydrid bei Zimmertemperatur 
in feuchter Luft stehen, so bildet sich quantitativ ein in Wasser | 
fast unléslicher Kérper mit den Eigenschaften, die Leuchs q 
fiir das polymere Anhydrid beschreibt. Diese ,Wasserdampf- | 
zersetzung“ dauert bei fein krystallisiertem Material!) 4—6 Tage. 





) Zu allen folgenden Zersetzungen wurde Glycincarbonsaureanhydrid 
verwendet, das durch Petrolitherfillung der heibgesittigten Essigester- 
lésung gewonnen war. 
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Es wurde bei einem Versuch nach 4 Tagen 42°/, Gewichts- 
abnahme festgestellt, wihrend sich fiir eine quantitative Kohlen- 


_, CH,-CO 
siureabspaltung und Bildung eines Anhydrids Wa 43,56°/, 


Gewichtsabnahme berechnen; worauf die fehlenden 1,6°/, be- 

ruhen, ist noch unbestimmt. Auch bei lingerem Stehen in 

Wasserdampfatmosphire (2 Monate) trat keine weitere Gewichts- 

abnahme ein. Die so erhaltenen Praparate ergaben Zahlen, 
CH,-CO 


' die mehr oder weniger gut auf die Formel “e stimmen. 


Der Kohlenstoffwert schwankte zwischen 41—42°/,, der Wasser- 
stoffwert war innerhalb der Fehlergrenzen konstant 5,4°/,, 
wihrend zwischen 23,8—24,3°/, Stickstoff gefunden wurden.') 
Die verschiedenen Priparate sind allem Anscheine nach nicht 
gleichwertig. Es konnte fiir die Substanz kein organisches 
Lésungsmittel gefunden werden. (Gegen schmelzendes Phthal- 
siureanhydrid ist sie widerstandsfaihig, ebenso setzt sie der 
Druckhydrolyse mit verdiinnter Salzsiure groBen Widerstand 
entgegen. Von konz. Salzsiure wird sie entsprechend den 
Leuchsschen Angaben leicht geliést, ebenso von konzentrierter 


% Schwefelsiure. Allem Anscheine nach sind die durch Wasser- 


dampfzersetzung erhaltenen Praparate mit den nach der Leuchs- 
schen Arbeitsweise erhaltenen vergleichbar. Zweifellos sind 
sie hochmolekular, besitzen méglicherweise Anhydridstruktur, 
vielleicht sind ihnen aber Substanzen vom Polypeptidtypus 
beigemengt. 

Die Wasserdampfzersetzung stellt den experimentell am 
leichtesten zu verwirklichenden Fall der in konzentriertester 
Lésung verlaufenden Zersetzung dar. VergréBert man bei 
Zimmertemperatur die Wassermenge, so tritt die Bildung 
wasserunléslicher Kérper immer weiter zuriick, der Formol- 
stickstoff nimmt kontinuierlich zu, vgl. Tab. 1 und Kurve 1. 





‘) Zur Analyse waren die Substanzen bei 100° in Hochvakuum 
iiber P.O, getrocknet. 


Ber, ist fiir dieses Anhydrid C,H,NO C 42,08°/, H 5,32°/, N 24,56%,. 
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Tabelle 1. 








tzg. 
verwendete 
cem H,O 


Gefundene 


Sonstige Beobachtungen 
bei der Zersetzung 


Angewandte 
Substanz 
Zur Zerse 
Gefundene 
Menge N 
in mg 
Menge CO, 
in g 








Ohne da8 klare Lésung 
eintritt, verwandelt sich 
das Anhydrid in einen 
feinen Niederschlag. 


desgl. 
desgl. 
desgl. 
Nach 5 Min. klare Lésung, 


nach 15 Min. Beginn 
einer Triibung. 


desgl. 


Sehr rasch klar bleibende 
Lésung. 


desgl. 


Nach 5 Min. klar bleibende 
Lésung. 


desgl. 
desgl. 


Mit 1 ccm Wasser bei 0° 
8/, Stde. belassen, CO, 
bestimmt (0,0044) mit 
9ccm Wasser bei Zimmer- 
temperatur versetzt und 
nach %/, Stdn. neuerlich 
CO, bestimmt (0,0612). 


Mit 10 ccm Wasser bei 0° 

8/, Stdn. CO, bestimmt 
(0,0232) auf 15 Min, er- 
erwirmt, nach °/, Stdo. 
neuerlich CO, bestimmt 
(0,0421). 


20,2 Sehr rasch klar bleibende 
Lésung. 




















Bemerkungen zu den Tabb. 1, 2 und 4: Fir quantitative 
Glykokollbildung berechnen sich 21,02mg N. Fiir eine quantitative 
Kohlensiureabspaltung 0,0660 g CO,. In der Rubrik B.-R. = Biuret- 
reaktion bedeutet + positiven, — negativen Ausfall der Reaktion. x zeigt 
an, daB die Reaktion nicht untersucht wurde. 
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Untersuchungen iiber o-Amino-N-Carbonsiureanhydride. I. 17 


Es bildet sich aber nicht nur Glykokoll auf Kosten der 
eben beschriebenen hochmolekularen Kérper. Aus den 
Zersetzungslisungen, die analog den Versuchen 5, 6, 9, 10, 11 
angesetzt waren, konnten Korper isoliert werden, die nicht 


ey 


15 











72545 0 Py 20->cm5F,0 
Fig. 1. 


Die bei den einzelnen Kurvenpunkten angefihrten Zahlen sind die Versuchsnummern der 
Tabelle 1, 


rein sein, aber auf Grund ihrer Analyse und sonstigen Reaktionen 
Polypeptidgemische bzw. Gemische von Glykokoll mit Peptiden 


> darstellen diirften. 


1 g Glycincarbonsiureanhydrid wurde in 60 ccm Wasser 
bei Zimmertemperatur unter Durchleiten eines Luftstromes 
gelést. Es entstand innerhalb 3 Minuten eine klare Lésung, 
nach 15 Minuten begann eine feine, seidenglinzende Tribung, 
die beim Erwarmen verschwand, beim Erkalten wiederkehrte. 
Die filtrierte Zersetzungslésung wurde stark eingeengt und das 
abgeschiedene Produkt abgesaugt. Aus heiBem Wasser schied 
es sich beim Erkalten in amorpher Form ‘aus. Der Kérper 
gibt rote Biuretreaktion, intensive Ninhydrinreaktion, keine 
Pikrinsiurereaktion. 
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5,250 mg Substanz gaben 7,670 mg CO,, 2,670 mg H,O. 
Gef. C 39,86°/,  H 5,69%, 


Das Filtrat dieses Koérpers wurde mit Alkohol gefallt. 


Der Niederschlag gab rote Biuretreaktion, die Ninhydrinprobe | 


war positiv, die Pikrinsiurereaktion negativ. 


4,650 mg Substanz gaben 5,985 mg CQO,, 2,90 mg H,O. 
Gef. C 34,82, H 6,98°, 

Ber. ist fiir Glykokoll C,H,NO, C 81,989),  H 6,72°, 
Glycylglycin C,H,N,O, 36,35 6,10 
Tetrapeptid C,H,,N,0, 39,00 5,73 
Octapeptid C,,H,.N,0, 40,48 5,58 
Dodekapeptid C,,H,,N,.0;. 41,01 5,45 
Anhydrid (C,H;NO), 42,08 5,82 


Aus der Alkoholfillung liBt sich durch dfteres Umfallen _ 
in der Hauptmenge analysenreines Glykokoll erhalten, der aus © 


| 


‘ 


y 


A 


Z 
SA 
mg 


Wasser umgeliéste Kérper stellt nach seiner Analyse und | 
sonstigen Reaktionen (Biuretreaktion, Ninhydrinreaktion) eine 


Substanz vom Polypeptidtypus dar. 


Durch die weiter unten beschriebenen Zersetzungsversuche _ 
mit Ammosaurelésung wird bewiesen, daB Amino-N-Carbon- | 


siureanhydride zur Peptidsynthese verwendet werden kénnen. 3 


Wenn auch noch keine quantitative Auflésung der bei den © 
einzelnen Versuchen der Tab. 1 entstehenden Gemische durch- 
gefiihrt wurde, so geht doch mit Sicherheit aus den bisherigen | 
Ergebnissen hervor, daB Peptidbildung auch bei Zersetzung von | 
Auhydriden allein eintritt und daB diese Reaktion stark von | 
Konzentrationsverhaltnissen und, wie sich aus den folgenden : 
Versuchen mit Alkalien und Saure ergibt, von Aciditiits- | 


bedingungen abhingig ist. 


Von anderen Substanzen, die einen Mindergehalt an Amino- 


stickstoff ergeben kénnten und deren Entstehen denkbar wire, @ 
kommen aufer den eben erwihnten polymeren Anhydriden 


Diketopiperazin und Harnstoffderivate der Form COOH.-CH,: | 
NH.[CO.-NH-CH,-CO-],NH-CH,-COOH in Betracht. Diketo- | 
piperazine konnten nie in Substanz isoliert werden, auch spricht | 


das Fehlen oder nur sehr schwache Auftreten der Pikrinsaure- 


reaktion gegen eine nennenswerte Bildung dieses Kérpers. Line | 
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. Bildung von Harnstoffderivaten in gréBeren Mengen wird durch 


die Feststellung, daB 98,5—100°/, der berechneten Kohlen- 
siuremenge bei der Zersetzung der Aminocarbonsaiureanhydride 
abgespalten wurden, ausgeschlossen. 

Die Peptidbildung vollzieht sich bei Versuch 1—12, bei 
5—12 bildet sich daneben Glykokoll. Unbestimmt bleibt 
letzteres bei Versuch 1—5. Fast ausschlieBlich wird Glykokoll 
bei Versuch 14 gebildet. Es ist noch unsicher, ob die Reaktion A 
bei Versuch 1—4 eintritt, da die dabei erhaltenen Koérper keine 
auf die Anhydridformel stimmenden Werte ergaben; diese 
sprechen eher fiir hochmolekulare Peptide oder fiir Gemische von 
solchen mit Anhydriden. Vielleicht wird durch Konzentrations- 
zunahme des Glycincarbonsiéureanhydrids nur die Kettenlinge 
der entstéhenden Peptide vergréBert. Sicher bleibt die Bildung 
der von Leuchs beschriebenen polymeren Anhydride bei den 
Versuchen 6—14 aus, was sich aus dem ‘uBeren Bild der 


Zersetzungslésungen ergibt. 

Worauf die Unterschiede zwischen den Versuchsreihen 9, 10, 11, 
12, 138 und 5, 6 beruhen, ist noch ungeklirt. Wie aus der Tabelle 
hervorgeht, entsteht bei allen Zersetzungen mit 10 cem Wasser zuerst 


® immer eine klare Lisung, erst im weiteren Verlaufe der Kohlensiure- 


abspaltung treten die bemerkbaren Unterschiede ein. Es wurde immer 
Anhydrid, das durch oftmaliges Umkrystallisieren gereinigt war, ver- 
wendet. Zuerst wurde zu den Zersetzungen gewdhnliches destilliertes 
Wasser verwendet. Die erste UnregelmiBigkeit ergab sich bei den Ver- 
suchen 6 und 10. Bei diesen war dasselbe Priparat am Tage des 
Versuches frisch umkrystallisiert und sonst ganz gleich behandelt worden. 
Es ergab der Versuch 6 einen Niederschlag und eine Lésung mit wenig 
Aminostickstoff, der Versuch 10 klare Lisung mit erheblich mehr Amino- 
stickstoff. Seither wurde nur kohlensiurefreies Wasser zur Zersetzung 
verwendet, aber auch hier traten die Unregelmifigkeiten auf. 

Aus den Versuchen 12 und 13 geht der TemperatureinfluB 
hervor. Die Zersetzung des Anhydrids mit kaltem Wasser 
erfolgt bedeutend langsamer, so daB es bei Versuch 12 gelang, 
nach %/ stiindiger Einwirkung von Wasser bei 0° auf spiteren 
Wasserzusatz eine klare Lésung mit ziemlich hohem Aminostick- 
stoffgehalt zu erhalten, waihrend bei Zimmertemperatur (Ver- 
such 2) in dieser Zeit langst vollstindiger Zerfall unter Bildung 


von Kérpern mit sehr geringem Aminostickstoffgehalt ein- 
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getreten ist. Bei keinem der Versuche bei 0° trat vollstindige 
Lésung des Anhydrids ein.') 


Zersetzung mit Aminosdurelésung. 


Es wurde nachgewiesen, daB bei der Zersetzung von 
Glycincarbonsiureanhydrid mit Aminosiurelésung der Formol- 
stickstoff eine Abnahme erfihrt (vgl. Tab. 2). AuBerdem ergab 
sich bei Zersetzung mit d-Alanin Anderung des Drehungs- 
vermégens, so daB diese Aminosiure an der Reaktion teil- 
nehmen muB und die Abnahme des Aminostickstoffs nicht auf 
Gleichgewichtsverschiebung und Anderung des Reaktionsverlaufs 
durch die Gegenwart der Aminosaiure, ohne daB sich diese 
direkt an der Reaktion beteiligt, zuriickzufiihren ist. Die 
Schwierigkeit, reine Substanzen aus diesen Zersetzungslésungen 
zu isolieren, nétigt zu diesem indirekten Beweis der Peptid- 
bildung. Hingegen gelang es beim N-Carboxyl-N-Phenylglycin- 
anhydrid durch HKinwirkung von Glykokoll das N-Phenylglycy]- 
glycin rein zu erhalten. 


sd 























Zers. mit H,O, Lsg. A} 13,3) — 17,8 | 0, 
Aminosiure, Lag. C. 


Tabelle 2. 

Versuch 1 Versuch 3 Versuch 5 Versuch 6 
3) oo © o -" 3) o— o oF 
om 
BZ l8O [E> wl BO 18 8D. [E> ESE 
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Summe an N der Lag. 
Aw... oT at = 1 os = a eK CP 
Zersetzung mit Amino- 
sure, Leg.B. . .| 23,4] — | 80,6 |0,0661] 28,7 |0,0640] 31,8 








Differenz: N-Lésung 
(A+C)—-B. .. 


























a] + 635i = [OST — 3,2 





‘) Auch bei diesen Versuchen wurden Unregelmi8igkeiten Shnlich 
den auf Seite 79 erwihnten beobachtet. 
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0,1516 g Glycincarbonsiureanhydrid wurden einmal mit 
10 com Wasser (Lisung A), daneben mit 10 ccm einer waB- 
rigen Aminosaurelésung (Lésung B) zersetzt. Diese Lisungen 
und 10 ccm einer rein waBrigen Liésung der entsprechenden 
Aminosiure (Lésung C) wurden der Formoltitration unter- 
worfen. Wenn keine EKinwirkung der Aminosiure eintritt, so 
hat man in Lésung B die Summe an Aminostickstoff der 
Lésungen A und © zu erwarten. 


Tabelle 2. 

Versuch 1. Zersetzung mit Glykokollésung. 

Die Wasserzersetzung triibte sich nach 15 Minuten sehr 
schwach, dasselbe trat bei der Zersetzung mit Aminosiaure- 
lésung ein. 

Versuch 3. Zersetzung mit Alaninlésung. 

Verlauf wie bei Versuch 2. 

Versuch 5. Zersetzung mit Alaninlisung. 

Die Wasserzersetzung verlief mit starker Triibung, die 
Zersetzung mit Aminosiurelésung fast ohne solche. Obwohl 
hier keine Differenz im Aminostickstoffgehalt zu bemerken ist, 
geht doch aus dem duBeren Bild der Lésungen eine Einwirkung 
der Aminosaure hervor. 

Versuch 6. Das Anhydrid wurde mit 10 ccm n/100- 
Salzsiure und mit 10 cm einer Lésung von Alanin in n/100- 
Salzsiure zersetzt. 

Beide Lésungen blieben klar und es trat auch hier eine 
Abnahme an Aminostickstoff ein. 


Zersetzung mit einer Lésung von d-Alanin. 


Es wurden folgende Lésungen hergestellt: 

Lésung 1. 0,1516 g Glycincarbonsaéureanhydrid wurden 
in 2 com Wasser gelést und nach 2 Stunden zu dieser Liésung 
0,1336 g d-Alanin zugefiigt. 

Lésung 2. 0,1516 g Anhydrid wurden mit 2 ccm d-Alanin- 
lésung, enthaltend 0,1336 g d-Alanin zersetzt. 

Lésung 3. 0,1336 g d-Alanin in 2 com Wasser. 

Lésung 1 und 2 wurden, da sich unlésliche Kérper ab- 
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geschieden hatten, filtriert. Es wurden folgende Drehungen 
gemessen: 

Lésung 1 a2 = +0,15 

yy 2 ape” = —0,28 


» Say = +0,18. 


Synthese des N-Phenylglycylglycins. 

0,55 g  N-Carboxyl-N-Phenylglycincarbonsiureanhydrid 
wurden mit einer Lésung von 0,5 g Glykokoll in 2 ccm Wasser 
tibergossen und am Wasserbad schwach erwirmt. Es ent- 
steht unter Kohlensiureentwicklung eine klare Liésung, aus 
der beim Erkalten eine flockige Substanz ausfallt, die zur 
Reinigung mehrfach aus Wasser umkrystallisiert wurde. Aus- 














Tabelle 3. 
5 2 2. | 2 
. a0 op &0 
e BE 3 Si | 88 Sa od Sonstige 
ms | tom [8 .o| 8 =| 2. | | Beobachtungen bei 
~ 4s SE] 2 a | aO | | der Zersetzung 
> wm |Ho oF 20 
5 E is) CO 
1 | 0,1516 | “5 | n/1000] 7,7 — | +] Nach 5 Min. klare 
Lsg., dann Beginn 
der Triibung 
2 " 10 i. 11,5 | 0,0651 | + | Nach 5 Min. klare 
Lsg., nach 15 Min. 
Beginn der Trii- 
bung 
3 a 10 ” 13,4 0,0658 + desgl. 
4 9 5 | 0/100 | 15,4 | 0,0661 | + | Nach 8 Min. klar 
bleibende Lsg. 
5 ” 5 ” 15,4 0,0658 | + desgl. 
6 ,9 2 {7/10 15,6 ae + | Nach 10 Min. klar 
bleibende Lsg. 
7 ” 10 | n/100 19,1 | 0,0662 | ? | Nach 8 Min. klar 
bleibende Lsg. 
8 ” 5 | n/10 19,6 | 0,0656 | — | Nach 2 Min. klar 
bleibende Lsg. 
9 ” 20 | n/100 | 20,7 — — | Sehr rasch_ klar 
bleibende Lsg. 
10 » 10 | n/10 20,9 | 0,0645 | — | Nach 2 Min. klar 
bleibende Lsg. 
11 ‘ 5 | n/l 21,3 | 0,0650 | — | Nach 8 Min. klar 
bleibende Lsg. 
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Versuch 


Angew. 
Substanz 


Zur Zers. ver- 


ccm 


Norm. 


ge 


N in mg 


Gef. Menge 
CO, in g 


B.-R. 


Sonstige 
Beobachtungen bei 
der Zersetzung 








? 


” 


S |iwend. Lauge 


10 


10 


10 


10 


n/100 


n/10 


n/1000 


n/1 


”? 


rn || Gef. Men 


rs 


5,6 


14,3 


20,6 


4,5 


So 
fo) 
oS 
oe 
«3 


0,0649 


Ohne daB kiare 
Lsg. eintritt, sehr 
rasche Zers. und 
Triibung 


Hier tritt zuerst 
klare Lsg., dann 
Tribung ein 


Nach 2 Min. klare 
Lsg., nach 15 Min. 
Beginn der Trii- 
bung 


Klar bleibende Lsg. 
ZuflieBzeit 5 Sek. 


ZuflieBzeit 20 Sek., 


bevor alles gelést 
ist, tritt Triibung 
ein 

beute 0,2 g. Schmelzp. 148°. Der Mischschmelzpunkt mit 
der aus dem unten beschriebenen N-Phenylglycylglycinathylester 
durch Verseifung dargestellten Saiure war 148°. 


2,848 mg Substanz gaben 0,326 ccm N-Gas bei 18° und 765 mm. 
Gef. N 18,54°/, Ber. fiir C,,H,,N,0, N 18,48°%,. 























Einwirkung waBriger Salzsaure. 


Leuchs und Curtius haben mitgeteilt, daB mit konz. 
Salzsiure aus den Aminocarbonsdureanhydriden die Chlor- 
hydrate der entsprechenden Aminosiuren entstehen. Kurve 2 
und Tab. 3 geben die eigenen bisherigen Ergebnisse wieder. 
Aus ihnen geht hervor, daB schon geringe Acidititen geniigen, 
um die Bildung von Substanzen mit mehr Aminostickstoff zu 
begiinstigen (vgl. die Versuche 1, 5, 7 obiger Tabelle mit den 
Versuchen 4 und 6 der Tab. 1). Das Auftreten der Biuret- 
reaktion bei Versuch 1—6 spricht auch hier fir eine Bildung 
von Polypeptiden. Bei den Versuchen 9—11 bildet sich quan- 


titativ Glykokoll; Diketopiperazin konnte nicht nachgewiesen 
6* 
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werden. Bei hohen Acidititen bestimmt nur die in groBem 
Uberschu8 vorhandene Salzsiure, die auch bei groBer Kon- 























i?) oa” ee a | 








Untersuchungen iiber o-Amino-N-Carbonsiiureanhydride. I. 85 


zentration des Carbonsaiureanhydrids geniigt, den durch Kohlen- 
siureabspaltung entstehenden Rest sofort in Glykokollhydro- 
chlorid umzuwandeln und so zur weiteren Kupplungsreaktion 
untauglich zu machen, den Reaktionsverlauf. Bei niederen 
Normalitaten ist dagegen deutlich der Konzentrationseinflub 
bemerkbar (vgl. Vers. 6 und 9, bzw. 4 und 7, bzw. 6, 8 und 
10). Beim ersten dieser Beispiele ist die Normalitaét ver- 
schieden, die Menge der Salzsiure in Gramm ausgedriickt, 
gleich. Die Liésung des Versuchs 9, die die geringere Aci- 
ditat, aber auch das Anhydrid in geringerer Konzentration 
enthalt, ergibt den héheren Aminostickstoffwert. Hier wird 
also der Einflu8, den eine héhere Aciditét ausiiben kénnte, 
durch die gréBere Konzentration des Anhydrids unterdriickt. 
Bei den letzten Beispielen variiert die Konzentration des An- 
hydrids und die absolute Menge der Salzsiure in Gramm, 
konstant bleibt die Aciditat. 


Einwirkung von Alkali. 


Die orientierenden Versuche iiber die Einwirkung waiB- 
riger Alkalien gaben die in Kurve 3 und Tab. 4 wieder- 
gegebenen Resultate.’) Es fallt vor allem der rapide Abfall 
des Formolstickstoffs bei der Zersetzung mit n/10- und n/100- 
NaOH auf (vgl. Versuche 1 und 2). Hier wird die Bildung 
von Glykokoll zur Nebenreaktion. Das Auftreten der Biuret- 
reaktion deutet auch hier auf das Entstehen von Peptiden hin, 
eine genauere Identifizierung wurde noch nicht durchgefihrt. 
Die Pikrinsiurereaktion ist auch bei den Zersetzungsliésungen, 
die sehr wenig Aminostickstoff zeigen, sehr schwach und es 
konnte auch nie Diketopiperazin in Substanz isoliert werden. 
Quantitative Glykokollbildung trat bei Vers. 4 ein. Der Auf- 
lésungs- und ZersetzungsprozeB des Anhydrids verlauft in kon- 
zentrierteren Laugen sehr rasch; da andererseits der Reaktions- 





1) Es wurde 1'/, bis 3 Stunden nach der vollendeten Zersetzung 
mit dem Siureiiquivalent, das fiir die zugesetzte Alkalimenge durch ge- 
sonderte Versuche bestimmt wurde, versetzt und sur Austreibung der 
Kohlensiure 1 Minute zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten unter 
Durchleiten eines kohlensiurefreien Luftstromes wurde titriert. 
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verlauf von der Alkali- und Anhydridkonzentration abhingig 
ist, erklart sich so der Mindergehalt an Aminostickstoff in der 
Lésung des Versuchs 5, bei dem das Alkali erst in lingerer 
Zeit zum Anhydrid zugefiigt wurde. Die Reaktion ist hier in 
einer konzentrierteren Lésung abgelaufen. Die bei den Alkali- 
zersetzungen beobachteten Erscheinungen erinnern an Fest- 
stellungen, die E. Mohr?) an Isatosiureanhydrid gemacht hat. 
Zur Erklirung nimmt dieser Forscher die Bildung verschiedener 
Salzreihen an (neutrale isatosaure Salze und Isatosiure- 
anhydridsalze). Nach den Angaben Siegfrieds*) zersetzen 
sich die Calcium- und Bariumsalze der Carbaminosiuren unter 
Bildung von Calciumcarbonat und des Calciumsalzes der ent- 
sprechenden Aminosiure. Den Alkalizersetzungen, die quan- 
titativ Glykokoll ergeben, diirfte primar Neutralsalzbildung 
vorangehen, Die Erscheinungen bei den iibrigen Alkali- 
zersetzungen sind wohl ahnlich wie die beim Isatosiureanhydrid 
zu erkliren. Die Versuche werden fortgesetzt. 


Synthetische Versuche mit Aminocarbonsidure- 
anhydriden. 


Nach Vorversuchen mit verschiedenen Aminocarbonsiure- 
anhydriden erschien das N-Carboxyl-N-Phenylglycinanhydrid 
als Modell fiir Synthesen geeignet, vor allem weil bei ihm die 
stérenden Reaktionen der am Stickstoff unsubstituierten Amino- 
carbonsdéureanhydride, die zur Bildung héher molekularer Stoffe 
fiihren, wegfallen und eine glatte Reaktion nach dem Schema B 
zu erreichen ist. Vom N-Carboxyl-N-Phenylglycinanhydrid aus 
ist bisher von Leuchs durch EKinwirkung alkoholischen Ammo- 
niaks das Amid, von Fuchs mit Anilin das Anilid, durch 
Kochen mit Alkohol der Ester dargestellt worden. 

Amid. Dieses erhilt man auch mit 25 °/,igem waBrigen 
Ammoniak. Es entsteht so in nahezu quantitativer Ausbeute. 
Schmelzp. 136°. 





1) E. Mohr, Kéhler u. Ulrich, J. pr. chem. (2) Bd. 79, S. 281 
(1909). Diese erhielten unter gewissen Bedingungen in mehr oder 
weniger groBer Menge das ,,Dipeptid“ Anthranoylanthranilsiure. 

*) M. Siegfried, a. a. O. 
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Athylester. Es konnten die Angaben von Fuchs be- 
stitigt werden. 0,5 g Anhydrid wurden mit 10 ccm ganz 
absolutem Alkohol 2 Stdn. gekocht. Nach dem Abdestillieren 
des Alkohols und Umkrystallisieren aus waBrigem Alkohol 
zeigten die Krystalle den Schmelzp. 58°. 
<Anilid. Aus 0,5 g Anhydrid und 0,6 g Anilin. Nach 
dem Umkrystallisieren aus Wasser Schmelzp. 113°. 


0 
NH.C,H, © 

0,2 g Anhydrid wurden in einer Kaltemischung mit 2 Mol 
wasserfreiem Athylamin iibergossen. Nach der Einwirkung 
wurde noch kurze Zeit am Wasserbade erwarmt, dann mit 


Wasser versetzt. Die abgesaugten Krystalle wurden aus Chloro- 
form und Petrolither umkrystallisiert. Schmelzp. 53—54°. 


5,91 mg Substanz gaben 14,60 mg CQ,, 4,22 mg H,O. 


Fiir C,,H,,N,0 Ber. C 67,388 %, H 1,92 °/, 
Gef. ,, 67,40 » 7,99 


Athylamid: C,H,-NH.CH,.C<@ 


Ebenso wie diese primairen Amine reagieren sekundire 
Amine. 


Methylanilid: O,H,-NH-CH,-C< yop on 
Ved | 


0,5 g Oxazolidin wurden mit 0,6 g Methylanilin bei Zimmer- 
temperatur iibergossen und kurze Zeit am Wasserbad erwarmt. 
Das iiberschiissige Methylanilin wurde mit Wasserdampf ab- 
getrieben und der Riickstand aus wiaBrigem Alkohol um- 
krystallisiert. Schmelzp. 118°. 


4,910 mg Substanz gaben 18,66 mg Co,, 3,16 mg H,O. 


4,074 mg mS » 0,402 eem N-Gas bei 17° und 762 mm. 
Fir C,,H,,N,O Ber. C 174,96 %, H 6,72 °/, N 11,66 °/, 
Gef. ,, 74,98 »» Til » 11,65 


Piperidid. 0,2 g Anhydrid wurden mit 2 Mol Piperidin 
bei Zimmertemperatur iibergossen. Nach kurzem Erwarmen 
am Wasserbad wurde mit Wasser versetzt und die abgesaugten 
Krystalle aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 102—103°. 
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5,090 mg Substanz gaben 13,320 mg CO,, 3,68 mg H,0. 


3,834 mg - 5» 0,412 ecm N-Gas bei 15° und 763 mm. 
Fiir C,,H,,N,0 Ber. C 171,51 °/, H 8,82 9, N 12,82 °/, | 
Gef. ,, 71,36 » 8,09 » 12,78 | 





Mit tertiiren Aminen, von welchen das Dimethylanilin 
untersucht wurde, konnte keine Reaktion erzielt werden. Das 
N-Carboxyl-N-Phenylglycinanhydrid scheint also ein brauch- 
bares Reagens zu sein, das Vorkommen gewisser primirer und 
sekundarer Amine neben tertiiren Aminen nachzuweisen. 

Es war naheliegend, die Oxazolidine zur Peptidester- 
synthese und weiterhin zur Peptidsynthese zu verwenden. Ein 
Beispiel wurde bereits auf S. 82 angefiihrt. Der diesem Peptid 
entsprechende Athylester wurde aus 0,5 g Anhydrid durch 
UbergieBen mit 1 g Glykokollester in Kaltemischung dargestellt. 
Ee 3 Nach Ablauf der Kohlensiureentwicklung wurde 10 Minuten 
Ou auf 80° erwirmt, wobei klare Lésung eintrat. Der iiber- 
: schiissige Glykokollester wurde im Vakuum abgedampft und 
der MRiickstand aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 88°. 


PLAIN REGIE <A OI AO RR WEE PGE? TOPE LGS RE AF LETT Se PMR ae Caer a 
f , ini apt aay bt iy eager Gas etter IF AM tet Be 
Se ce Me. ne COGS = 


: ; 5,875 mg Substanz gaben 12,01 mg CO,, 3,32 mg H,O. 
ae Fiir C,,H,,.N,0, Ber. C 60,98 °, H 6,88 °/, 
Gef. ,, 60,96 > 6,91 


— an fe tS OO ClUcetlC(i‘i‘—i SUC 


ae N-Phenylglycylglycin. 0,4 g des Esters wurden mit 
ie der berechneten Menge 1/n-Natronlauge in gelinder Warme 
. bis zur vélligen Lésung behandelt. Beim Ansiuern mit dem 

: Siureaiquivalent fielen feine, nadelférmige Krystalle aus, die, 
aus Wasser umkrystallisiert, den Schmelzp. 148° zeigten. 


r 

5,625 mg Substanz gaben 11,89 mg CO,, 2,98 mg H,0. . 
Fir ©,,H,,N,O, Ber. C 57,67 °%, H 5,82 °, : 
Gef. ,, 57,67 » 5,98 I 

I 


N-Phenylglycyj-l-tyrosinaithylester: 
OH: NH-CH,-00 
O ag 
0,n,06—bn €, CH, * C,H,0H 
0,5 g Oxazolidin wurden bei Zimmertemperatur in még- 
lichst wenig Chloroform gelést und mit einer bei Zimmer- 
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temperatur gesattigten Chloroformlésung von 0,9 g Thyrosin- 
ester versetzt. Es wurde eine halbe Stunde am Wasserbad 
erwarmt, das Chloroform abgedunstet, der zuriickbleibende 
Sirup, der mit Anilin keine Kohlensiureentwicklung gab, mit 
Petrolither verrieben. Die langsam erstarrende zihe Masse 
wird in warmem Essigester gelést und mit Petrolither frak- 
tioniert gefallt. Die letzten Fraktionen wurden nochmals aus 
Essigester umkrystallisiert. Ausbeute an reinem Produkt 0,4 g. 
Schmelzp. 155—156°. 


8,750 mg Substanz gaben 0,265 com N-Gas bei 20° und 765 mm. 
Fiir C,,H,.N,0, Ber. N 8,19 °%/, 
Gef. ,, 8,29 


Auch mit Foramid, Aminoathylalkohol, Aminoacetaldehyd- 
acetal trat Reaktion unter Kohlensiureabspaltung ein. Es 
gelang nicht, beim Kochen mit Mercaptan Reaktion zu er- 
zielen. 
| Die direkte Ubertragung dieser Reaktionen auf Anhydride, 
| die am Stickstoff umsubstituiert sind, fihrt zu Produkten, die 
wohl zum Teil Substitutionsprodukte, aber solche von héher 
molekularen Peptiden darstellen. EHinfache Substitutions- 
produkte konnte ich bei der EKinwirkung von Anilin und 
» Glykokollester auf Glycincarbonsiureanhydrid bisher nicht 
| fassen. 

Wie das 3-Phenyl-oxazolidin, reagiert auch das Oxazolidin 
nicht mit Dimethylanilin. Um so auffalliger ist das Verhalten 
des letztgenannten Kérpers gegen Pyridin. Es wurde bei 
Zimmertemperatur in Pyridin gelést, nach 3 Minuten begann 
unter Kohlensiureentwicklung die Abscheidung eines volumi- 
nésen Niederschlages. Auch dieser Kérper ist nach seinen 
noch nicht naiher untersuchten Eigenschaften hochmolekular. 

Das Phenylalanin-N-carbonsaéureanhydrid reagiert, wenn 
auch viel langsamer, in der angegebenen Richtung. 

Das N-Carboxyl-N-Phenylglycinanhydrid wurde mit der 
zur Lésung notwendigen Pyridinmenge 2 Tage bei Zimmer- 
temperatur belassen, davon ein Teil auBerdem 2 Stunden am 
Wasserbad erwairmt und beide Teile dann im Vakuum tiber 
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Schwefelsiure abgedunstet. Die zuriickbleibende Masse, die 
nur sehr langsam krystallinisch erstarrt, gab mit Anilin starke 
Kohlensiureentwicklung. Es tritt also mit diesem spezifisch 
auf Substitution eingestellten Oxazolidin keine Reaktion ein. 


Bei der Durchfiithrung der Versuche erfreute ich mich 


der Mithilfe von Fri. H. Dahlmann. 
_ Der Kéln-Rottweil A.-G. habe ich fir die groBziigige 
Uberlassung von Mitteln den verbindlichsten Dank auszu- 


sprechen. 
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Zur Kenntnis der Anthocyane. 


Von 


P. M. Nikiforowsky. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Woronesh), 
(Der Redaktion zugegangen. am 17. April 1925.) 








Anthocyane werden bekanntlich Farbstoffe genannt, denen 
sehr viele Pflanzen die Farbung einiger ihrer Teile in ver- 
schiedenen Schattierungen von rosa, roter, purpurner, blauer 
und violetter Farbe verdanken. Da die Anthocyane als ver- 
wandtschaftliche Verbindungen erschienen, so stellen sie sich auch 
als wenig widerstandsfihige Bildungen dar, die unter gewissen Be- 
dingungen eine bedeutende Umgruppierung in ihren Molekiilen 
zulassen. So verlieren sie in neutralen Lésungen, und ins- 
besondere in Liésungen von alkalischen Salzen, sehr schnell 
ihre Farbung und, indem sie eine Isomerisation erleiden, gehen 
sie in eine farblose Modifikation, in die sogenannte Pseudo- 
base iiber. 

Obgleich durch die Arbeiten der letzten Jahre, insbesondere 
durch die von Willstitter%) und seiner Mitarbeiter, /unsere 
Kenntnisse in betreff der chemischen Struktur dieser Stoffe 
bedeutend vorgeschritten sind, so bleibt nichtsdestoweniger die 
Frage iiber ihre Klassifikation bis jetzt noch nicht aufgeklart. 
Wahrend die einen Forscher sie in zwei Gruppen [Weigert?)] 





) R. Willstatter, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 401 (1913); Ebenda 
Bd. 408 (1915); Ebenda Bd. 412 (1916). 

*) Weigert, L., Jahresber. der dkol. und pomol. Lehranstalt zu 
Klosterneuburg 1894—1895. 
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teilen, teilen die anderen sie in sechs [Willstatter’] und 
mehr Gruppen [Overton?]. Ebenso existiert auch keine spe- 
zifische Reaktion, die diese Gruppe der Farbstoffe charakterisiert. 

Die gegenwiartige Arbeit hat den Zweck, auf eine neue 
Reaktion auf die Anthocyane hinzuweisen, auf eine Reaktion 
die fiir sie als streng spezifisch erscheint und die auf solche 
Weise die Méglichkeit bietet, eine begriindetere Klassifikation 
dieser Verbindungen zu geben. Die Reaktion basiert auf der 
Fahigkeit der Anthocyane farbige Verbindungen mit einigen 
Aluminiumsalzen zu bilden. Bei meinen Untersuchungen wandte 
ich hauptsachlich Aluminiumchlorid (0,5—5,0°/,) an, da dieses 
Salz als das geeignetste fiir diese Bestimmung erscheint. Antho- 
cyanlésungen, die mit wasserhaltigem Alkohol aus den ver- 
schiedenen Teilen der Pflanze extrahiert wurden, gaben eine 
vorziigliche Farbung mit dem erwihnten Reagens. 

Die Methodik der Untersuchung ist nur in geringem Mage 
verschieden, je nachdem man die Anthocyane der Bliiten oder 
die der anderen Teile der Pflanze untersucht. 

Zur Extraktion des Anthocyans aus den Blumenblittchen 
verschiedener ‘Bliiten zerrieb ich gewdhnlich die bezeichneten 
Teile der Pflanze in einem Porzellanmérser mit einer geringen 
Menge von 50°/, Athylalkohol. In solchen Lésungen behalten 
die Anthocyane gewéhnlich eine Zeitlang ihre Struktur bei; 
die Anthocyane von einigen Bliiten aber gehen auch in Alkohol- 
lésungen sehr schnell in eine farblose Modifikation iiber. In 
solchen Fallen ist es notwendig, stairkere Alkohollisungen zu 
nehmen. Als ein anderes gutes Mittel, die Anthocyane vor 
Isomerisation zu bewahren, erscheint ihre Extraktion durch 
Formalin. Mit wenigen Ausnahmen gaben fast alle von mir 
untersuchten Bliiten eine dauerhafte Farbung, die sich eine 
lange Zeit erhielt. Als Beispiel verweise ich auf die Bltiten 
der Distelarten (Carduineae). Carduus crispus, Cirsium lanceo- 
latum u. a. bewahren im Laufe von mehreren (bis 24) Stunden 
ihre Farbung in Formalin, waihrend sie in wasserhaltigen Al- 





’) Willstatter, R., Liebig, Ann. der Chem. Bd. 401 (1918); s. 196 
bis 197. 
*) Overton, E., Jahresber. f. wiss. Bot. Bd, XX XIII, 8. 828 (1899). 
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kohollésungen sehr schnell ihre Farbung verlieren, mitunter im 
Laufe einer Viertelstunde. 

Die Untersuchungen mit Aluminiumchlorid werden so aus- 
gefiihrt, daB eine geringe Menge von Bliiten (zuweilen geniigen 
gu diesem Zwecke Teile eines Blumenbliattchens, z. B. einer 
Rose) in einer geringen Menge von 50°/, Alkohol zerrieben 
wird. Wenn man zu 1—1'/, ccm eines solchen Extraktes 
sofort 2—3 Tropfen einer wasserhaltigen Lésung von Aluminium- 
chlorid hinzufiigt, so tritt auch sofort eine schéne blaue oder 
rote Farbung ein. Die Farbung erscheint um so intensiver, 
eine je gréBere Menge von Anthocyan in die Lésung iiberging. 
Diese Farbung ist sehr andauernd: sie erhalt sich lange Zeit 
beim Stehen und wird auch beim Sieden nicht zerstért. Beim 
Extrahieren von Anthocyan mit Formalin mu8 man durchaus 
ein wenig Athylalkohol und eine etwas gréBere Menge des 
Reagens hinzufiigen. , 

Mit Hilfe dieses Reagens ist von mir eine bedeutende 
Anzahl von Feld- und Gartenblumen untersucht worden. 

Ich fiithre das Verzeichnis der wildwachsenden und der 
Gartengewichse an, deren Bliiten eine blaue Farbung mit dem 
erwibnten Reagens gaben: Allium rotundum L., Balota nigra L.., 
Betonica officinalis, Carduus crispus L., Carduus nutans L., 
Centhaurea Cyanus L., Centhaurea Iacea L., Cantaurea Scab- 
siosa L., Cirsium lanceolatum L., Cirsium arvense Scop., Ci- 
chorium intybus L., Campanula rapunculoides L., Corydalis 
solida, Delphinium elatum, Dianthus deltoides, Lappa tomen- 
tosa L., Origanum vulgare L., Solanum dulcamara L., Statice 
Sp., Thymus cimicinus, Veronica, longifolia L., Vicia Cracca L., 
Viola odorata L., Syringa vulgaris, Althaea rosea S. hort. 
dunkelrot), Nicotiana affinis, Nicotiana tabacum (violett und 
rot), Dianthus chinensis (rot, hell und dunkelrot), Aster chinensis 
L., (blau und rot), Rosa hort. (hell und dunkelrot und rot- 
violett), Lathyrus u. and. Eine unbedeutende Anzahl von Blumen, 
die zu meiner Verfiigung standen, gab eine rote Farbung, in 
| einigen Fallen eine mit violetter Schattierung. Hierher gehéren: 
Lythrum virgatum L., Pelargonium zonale, Lamium purpureum, 
Fritillaria meleagroides Patrin u. a. 
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Wenn ich nun die Erscheinung analysiere, daB die einen 
Bliiten vorzugsweise eine blaue, die andern aber eine rote 
Farbung geben, so komme ich zu der SchluBfolgerung, daB die 
rote Farbung mit den Bliiten erfolgt, bei denen das Anthocyan 
in Form Pelargonin enthalten ist, bei den Bliiten aber, in denen 
es sich in Form von Cyanin, oder Delphinin mit dessen Methyl- 
verbindungen vorfindet, immer eine blaue Farbung stattfindet. 
Wabrscheinlich hingt der Unterschied in der Farbung von 
der Zahl der freien Hydroxylgruppen im Molekil des Farb- 
stoffes ab. 

Es versteht sich von selbst, daB die Bliiten, die ihre 
Farbung anderen Farbstoffen verdanken, keine Reaktion mit 
Aluminiumchlorid geben. 

Da es mir, gemaéB den Bedingungen meiner Arbeit, nicht 
méglich war, das Anthocyan in chemisch reinem Zustande 
auszuscheiden, so bin ich leider auch der Méglichkeit beraubt, 
detailliert die Frage in betreff der Art der EKinwirkung des 
Aluminiumchlorids auf die Anthocyane zu untersuchen. 

Das angefiihrte Reagens gibt die Méglichkeit, das Antho- 
cyan auch in den Blaittern, Schalen und in anderen Teilen 


der Pflanzen ausfinden zu machen. Ich antersuchte Blitter, 
in denen das Anthocyan sehr frith, zuweilen schon in der | 


Mitte des Sommers in unseren Breiten aufgespeichert wird, 


z. B. in den Blattern des Sisymbrium alliaria, Balota nigra, | 


oder spiter im Herbste in den Blittern des Ahorns uw. a. 


Die Blatter werden mit einer geringen Menge starken } 
(95°/,) Alkohols zerrieben, dann fiigt man einige Tropfen des | 
Reagens und Benzin hinzu, um das Chlorophyll und die es | 
begleitenden Pigmente, die méglicherweise vorhanden sein | 
kénnen, zu extrahieren, und schiittelt dann das Gemisch einige- § 
mal. Nach einiger Zeit nimmt die untere Schicht der Fliissig- | 


keit, die das Anthocyan enthialt, eine blaue Farbung an. Das 
Extrahieren mit Benzin mu8 man mehreremal wiederholen, 
um endgiiltig das Chlorophyll und die es begleitenden Pigmente 
zu entfernen. Benzin muS man auch bei der Untersuchung 
von Bliiten dann verwenden, wenn man voraussetzt, daB an 
ihrer Farbung auch andere Pigmente auBer Anthocyan teil- 
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nehmen, z. B. bei der Untersuchung solcher Blumen, wie die 
der Brunnenkresse (Nesturtium) und dhnlicher. 

Bei der Untersuchung gefairbter Safte von Friichten und 
Beeren muB man das Spiritusextrakt von besonders sauren 
Saften mit einer Alkohollésung von Atzkali bis zu einer schwach 
sauren oder schwach alkalischen Reaktion neutralisieren. Ge- 
wobnlich wird das Alkali vor dem Erscheinen einer griinen 
Farbung hinzugefiigt; eine bedeutendere Menge von Alkali 
muB man vermeiden, da es das Anthocyan zerstért. Von 
Siften habe ich den Saft von Kirschen, Brombeeren, Himbeeren 
untersucht, von Schalen die der Pflaumen, Apfel, Weintrauben, 
Kartoffeln (violett gefarbt) u.a. Die Schale und der Saft von 
Pflanzen, deren Fiarbung durch andere Farbstoffe bedingt ist, 
aber nicht durch Anthocyan, z. B. die des Liebesapfels (Solanum 
lycopersicum L.,), geben negative Resultate mit Aluminium- 
chlorid. 

Die angegebene Reaktion erscheint als streng spezifisch 


: fir die Anthocyane. So erhalt man sie nicht mit der Mutter- 


substanz der Anthocyane: mit den Flavonolen. So z. B. gibt 
eine Lésung von reinem Quercitrin unter der Kinwirkung des 
genannten Salzes eine intensiv gelbe Farbe. Hine ebenso gelbe 
Farbung geben auch andere den Anthocyanen verwandte Stoffe 
die sogenannten Gerbstoffe, z. B. Tanninlésung. Wenn die 
Isomerisation aber eine bedeutende Umgruppierung in den 


* Molekiilen des Anthocyans hervorruft, so erhalt man iiberhaupt 
> keine spezifische Farbung. In dieser Beziehung stellen die 
= Anthocyane in den Bliiten verschiedener Pflanzen bedeutende 
® Modifikationen dar. Bei den einen von ihnen geht eine solche 


Umgruppierung sehr schnell vor sich, wabrend sie bei den 


» anderen eine lingere Zeit zuriickgehalten wird. Sehr inter- 
© essant ist es, die langsam vor sich gehende Isomerisation des 


Anthocyans im Rotkohl zu beobachten. Beim langen Stehen 
im Dunkel, zuweilen bis zu einem Jahre, geht die Alkohol- 


| lésung des Anthocyans, die ihre violette Farbung verloren hat, 


bei Hinzufiigung von einigen Tropfen vom Reagens iiber die 
rote Farbung in eine blaue iiber. 
Fir die spezifische Eigenschaft der Reaktion spricht ferner 
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folgender Versuch. Wenn man Blatter, die Anthocyan ent- 
halten, z. B. von Sisymbrium alliaria in 5°/, Schwefelsiure zer- | 
reibt und den Farbstoff mit Amylalkohol auszieht, so geht das _ 
Anthocyan in reiner Form unter diesen Bedingungen in den | 
genannten Alkohol iiber. Wenn man dann die Schwefelsiure 
mit einer Spirituslésung von Atzkali neutralisiert und dann | 
Aluminiumsalz hinzufigt, so tritt eine blaue Farbung der 1 


Flissigkeit ein. 


Somit erscheint das Aluminiumchlorid als das spezifische | 
Reagens auf die Anthocyane, das uns gestattet, ohne das Antho- | 
cyan in seiner Form aus den Pflanzen auszuscheiden, iiber | 
seine Zugehérigkeit zu dieser Gruppe der Farbstoffe zu- | 
teilen, Seine Fahigkeit, das Anthozyan in einer unbedeutenden | 
Quantitat ausfindig zu machen, gibt die Méglichkeit, seine || 
Alkohollésungen bei mikrochemischen Untersuchungen anzu- | 


wenden. 


von Athylalkohol, die bezeichnete Farbung geben. 


Zum Schlusse erlaube ich mir noch hinzuzufiigen, daf, 
obwohl ich durchaus mit den Tatsachen einverstanden bin, dai | 
die verschiedenen Schattierungen in der Farbung der Bliiten | 


und anderer Pflanzenteile von der Reaktion des Saftes, von 


der Menge der Anthocyane und ihrer Kombination unterein- © 
ander und mit anderen Farbstoffen abhingen [Klein})], ich 
doch bei der Ansicht bleiben muB, daB die Anwesenheit einer 
geringen Menge von Aluminium in den Saften der Pflanzen | 
nicht ohne Einflu8 auf die Farbung ihrer Bliiten bleibt. Das J 
Beispiel des Ubergangs der roten Farbung der Blumen von | 


Hydrangea hortensis in eine blaue unter dem Hinflusse von | 





1) Klein, G., Uber Bliitenfarbstoffe. Verh. zool.-bot. Gesellsch. ; 
Wien 1921 71, 16—18. Zit. nach Bot. Centralbl. Bd. 244, (1923) Heft 3 | 


S. 78. 


Was die Frage hinsichtlich der Klassifikation der Antho- | 
cyane betrifft, so schlieBt, meiner Meinung nach, das Vorhanden- ~ 
sein eines spezifischen Reagens die Notwendigkeit ihrer Klassi- : 
fikation aus, und man muB zu den Anthocyanen alle Farbstofic | 
von Pflanzen rechnen, die mit Aluminiumchlorid, bei Anwesenheit + 
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9 = Aluminiumsalzen [Molisch?)] kann als guter Beweisgrund einer 
| solchen Voraussetzung gelten. Mit der Vervollkommung der 7 
|} Technik der mikroskopischen Analyse wird man Aluminiumsalze t 
| auch in den Pflanzenteilen finden, in denen sie bis jetzt noch ee 
der Analyse entgehen, und die Zahl der Fille, in denen eine 
verschiedenartige F’irbung von Pflanzenteilen durch die Ver- 


bindung von Aluminiumsalzen mit Anthocyanen bedingt wird, 
mu sich bedeutend vergréBern. : 


Voronesh, RuBland, Sommer 1923. 





\e 


“> = 





- 7. 1 Molisch, H., Bot. Zeitung 1896. Zit. nach Palladin. Physiol. 
y |@ d. Pflanzen 5. Aufl. S. 114 (russisch). 
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Uber eine Verbindung aus Veronal und Pyramidon. 


Von 
Paul Pfeiffer. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Chemisches Institut der Universitat Bonn a, Rh.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, April 1925.) 


Im folgenden soll kurz iiber eine Molekilverbindung be- 
richtet werden, deren Komponenten die beiden bekannten, 
pharmakologisch so wirksamen Stoffe Veronal und Pyra- 
midon sind. 

Sie entsteht unter bestimmten Bedingungen, die im Ver- 
suchsteil naiher angegeben sind, durch Krystallisation eines 
Veronal-Pyramidongemisches aus heiBer, waSriger Lésung. Der 
Schmelzpunkt der in schénen, seidenglinzenden, bis 1 cm 
langen, einheitlichen Nadeln krystallisierenden Verbindung ist 
unscharf; die Nadeln geben bei etwa 113—115° eine triibe 
Flissigkeit, die erst gegen 140° véllig klar wird. Es handelt 
sich also hier um eine unter Zersetzung (inhomogen) schmel- 
zende Verbindung, ganz in Ubereinstimmung mit dem Verlauf 
der Erstarrungskurve von Veronal-Pyramidonschmelzen, welche 
auf dem einen vom Eutektikum ausgehenden Ast einen Knick- 
punkt aufweist. In Wasser ist die Verbindung klar léslich, | 
durch Benzol wird sie sofort unter Veronalabscheidung zersetzt. 

Nach dem Ergebnis der Analyse kommt in unserer Ver- 
bindung auf 1 Molekiil Veronal 1 Molekiil Pyramidon, so dab 
wir ihr die folgende Formel zuschreiben miissen: 
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(C,H; }eC CO . OC N—CH, e 
| | oe 
CO—NH , 


Molekiilverbindungen zwischen physiologisch stark wirk- 
samen Stoffen ganz verschiedener Wirkungsart verdienen m. E. 
ein erhebliches Interesse, sowohl vom therapeutischen Standpunkt 
aus, wie auch im Hinblick auf manche physiologisch-chemische 
Fragen (Verhalten von Toxinen zu Antitoxinen usw).') Die 
Versuche werden daher fortgesetzt, vor allem soll festgestellt 
werden, welche nahere Konstitution unsere Verbindung besitzt, 
d. h. von welchen Atomen der beiden Komponenten die fiir die 
gegenseitige Bindung der Komponenten mafgebenden Neben- 
valenzkrafte ausgehen. 


Versuche. 


1. Darstellung und Eigenschaften der Molekilverbindung. 

a) Hine wiBrige Liésung von 4 g Pyramidon und 1 g 
Veronal wird auf dem Wasserbad so weit eingeengt, daB sich 
gerade Oltrépfchen abzuscheiden beginnen; dann laBt man die 
leicht gelb gefirbte, klare Fliissigkeit an der Luft erkalten. 
Ks beginnt bald eine reichliche Krystallisation farbloser, seiden- 
glanzender, bis 1 cm langer, ganz einheitlicher Nadeln, die zu 
Hunderten zu Krystallbiischeln radial angeordnet sind. Sie 
werden abgesaugt und dann an der Luft getrocknet. Die 
Ausbeute betragt 1,3—1,6 g. Wird die Mutterlauge weiter 
eingedampft, so erhalt man ein Krystallgemisch von seiden- 
glinzenden Nadeln des Additionsproduktes und von dicken, 
farblosen Prismen, die zum Teil kreuzweise angeordnet sind. 





1) Siehe hierzu auch die Arbeit von Kremann u. Haas, Uber 
die Phenolverbindungen des Antipyrins, [Mon.-H. fiir Chemie Bd. 40, 
S. 158 (1919)], die von Einhorn u. Ruppert, Uber die Verbindung von 
Antipyrin mit m-Amino-p-oxybenzoesiure = Antipyrin-Orthoform neu 


(Liebig, Ann. der Chem. Bd. 325, S. 318 (1902)] und die von Windaus, 


Uber die Verbindung von Cholesterin mit Digitonin [Chem. Ber. Bd. 42, 
S. 240 (1909)}, 
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Diese Prismen, die bei 100—103° schmelzen, bestehen aus 
etwas verunreinigtem Pyramidon. 

b) Statt wie bei der Darstellungsweise a) die Lésung der 
Komponenten auf dem Wasserbade einzudampfen, wird bei 
diesem Verfahren das Komponentengemisch direkt in so wenig 
heiBem Wasser gelist, daB beim Erkalten Krystallisation erfolgt. 

Man gibt zu 15 ccm Wasser 1g Pyramidon und 0,5 g 
Veronal und erwarmt das Gemisch in einem Kdélbchen (ohne 
einzudampfen!), bis klare Lisung eingetreten ist. Beim Er- 
kalten scheiden sich dann 0,37 g der reinen Additionsverbindung 
in den charakteristischen, seidenartig glinzenden Nadeln ab. 

Die Mutterlauge dieser Krystalle kann man dazu ver- 
wenden, um weiter reines Additionsprodukt zu erhalten. Man 
fiigt zu diesem Zwecke zu der Mutterlauge so viel Pyramidon 
und Veronal, wie in Form des Additionsproduktes aus- 
krystallisiert sind, erwarmt, bis eine klare Lésung entstanden 
ist und l4Bt erkalten. Man benutzt so die Mutterlauge als 
Krystallisationsmittel. 

Die Verbindung bildet seidenglinzende, farblose Nadeln, 
die bei etwa 113—115° zu einer triiben Fliissigkeit schmelzen, 
die erst gegen 140° ganz klar wird. Wir haben es also mit 
einer inhomogen schmelzenden Substanz zu tun, in Uber- 
einstimmung mit der Form der Erstarrungskurve der Pyramidon- 
Veronalgemische (siehe weiter unten). In Wasser ist die Ver- 
bindung klar léslich; durch Benzol wird sie zersetzt, indem 
sich Veronal abscheidet und Pyramidon in Lésung geht. 


Elementaranalyse. 


6,932 mg Substanz gaben 15,454 mg CO, und 4,442 mg H,0O. 
7,993 mg ‘ »  0,1166 cem N (korr.) bei 760 mm u. 20° 


(Molekularverhiltnis 1: 1) Ber. Gef. 
60,72 60,80 °/, C 
7,08 7417, H 
16,86 17,02 , N 


Direkte Messung des Veronalgehalts. 


1 g der Molekiilverbindung wurde mit 20 ccm Benzo] im 
Erlenmeyerkélbchen bei gewohnlicher Temperatur gut durch- 
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geschiittelt; dann wurde das Gemisch 12 Stunden lang ver- 
schlossen stehen gelassen. Nach dem Absaugen und Waschen 
mit 2 ccm Benzol hinterblieben 0,3926 g Veronal. 


Ber. fir eine Molekiilverbindung 1:1 44,35 °/, Veronal. 
Gef. 39,26 °/, Veronal. 


Der Unterschied beider Werte wird dadurch bedingt, daB 
Veronal in dem pyramidonhaltigen Benzol etwas léslich ist. 

Als der gleiche Versuch mit einem Gemisch von Veronal 
und Pyramidon im molekularen Verhiltnis 1:1 (0,4435 g 
Veronal + 0,5565 g Pyramidon) durchgefiihrt wurde, wurden 
37,9 °/, Veronal erhalten. 

Ein Gemisch von Veronal und Pyramidon im Molekular- 
verhaltnis 2:1 (0,6143 g Veronal + 0,3857 g Pyramidon) ergab 
einen Veronalgehalt von 57,18 °/,. 

Ber. 61,43 %/. 


2. Erstarrungskurve von Veronal-Pyramidongemischen. | 


Die Festlegung der Erstarrungskurve geschah auf die 
ibliche Weise, nur mute, um Stérungen durch Zersetzungs- 
erscheinungen zu vermeiden, jedes einzelne Gemisch frisch 
eingewogen werden. Die pyramidonreichen Schmelzen neigen 
sehr zu Unterkiihlungen, doch lieBen sich diese schlieBlich 
beheben. 

Die Erstarrungspunkte sind folgende: 


Gew. °/, Veronal: 0, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 10, 
Erstarrungs- 

punkte (Grad): 104, 95, 91, 90, 99, 104, 127, 146, 159, 169. 
Gew. °/, Veronal: 80, 90, 100. 
Erstarrungs- 


punkte (Grad): 179, 184, 190. 

Auch die Erstarrungskurve zeigt uns also, dab zwischen 
Veronal und Pyramidon eine chemisch einheitliche Molekil- 
verbindung besteht, und zwar eine unter Zersetzung (inhomogen) 
schmelzende. Diese ist durch den Knick auf dem Kurvenast 
rechts vom Eutektikum angedeutet. Die Zusammensetzung 
der Verbindung 148t sich aber aus der Kurve nicht eindeutig 
entnehmen; immerhin steht das Molekularverhiltnis 1:1 mit 
ihr in gutem Einklang. Die von Herrn Dr. Rheinboldt nach 


102. SCOP. Pf eiffer, Uber eine Verbindung aus Veronal und Pyramidon. 


seinem neuen Taupunktverfahren aufgenommenen T'aupunkts- 
und Schmelzpunktskurven zusammengeschmolzener und dann 
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Pyramidon Veronal 
erstarrter Veronal-Pyramidongemische liefern auch physiko- 


chemisch den eindeutigen Beweis, daB die Verbindung auf 
1 Molekiil Veronal 1 Molekiil Pyramidon enthilt.’) 





1) Uber diese Kurven wird Herr Dr. Rheinboldt in anderem Zu- 
sammenhange selbst berichten. 























Uber den Aufbau des Histons der Thymusdriise. 


Von 


K. Felix. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1925.) 





Das Histon der Thymusdriise des Kalbes li8t sich durch 
Pepsinsalzsiure in verschiedene gréBere Bruchstiicke zerlegen. 
Kines derselben ist das schon vor mehreren Jahren von 
Kossel*) entdeckte Histopepton; daneben wurden noch vier 
weitere isoliert und ihre Zusammensetzung ermittelt.2) Fiir 
das Histopepton konnte noch gezeigt werden, daB es wahr- 
scheinlich ein einheitlicher Kérper ist, was fiir die andern zum 
Teil noch nicht festgestellt ist. Sie werden daher vorerst noch 
als Fraktionen bezeichnet. Den Hauptteil des Verdauungs- 
gemisches machen die drei argininhaitigen Fraktionen aus. 
Die Fraktion II, die gleichzeitig mit dem Histopepton gefillt 
wird, konnte das erstemal wegen Mangel an Material nicht 
untersucht werden. 

Ich habe nun diese Versuche mit mehr Substanz wiederholt, 
und soweit es bei der Aufarbeitung groBer Fliissigkeitsmengen 
moglich ist, quantitativ durchgefiihrt. In der Endlésung jeder 
einzelnen Fraktion wurde der Gesamtstickstoff bestimmt und 
berechnet, welcher Anteil vom gesamten Histonstickstoff auf 
jede Fraktion fallt. Das Ergebnis war folgendes. 





1) Kossel u, Pringle, Diese Zs. Bd. 49, S. 301—321 (1906). 
*) K. Felix, Diese Zs. Bd. 119, S. 66 (1922); Bd. 120, S. 94 (1922). 
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Tabelle 1. 


Verteilung des Stickstoffs auf die einzelnen Fraktionen in Prozenten 
vom Gesamt-N. 


Histopepton 33 Fraktion IV 24 
Fraktion II 2 . oF a 
_ —_— 4 


Zunichst interessiert die Frage, wie diese Bruchstiicke 
im Molekiil des Histons zusammengehalten werden. Dariiber 
lassen sich zwei grundsidtzlich verschiedene Ansichten auf- 
stellen: Bindung durch Nebenvalenzen oder Bindung durch 
echte Hauptvalenzen. Die erste Anschauung hat viel Wahr- 
scheinlichkeit fiir sich, da die Aminoséuren sehr zur Bildung 
von komplexen Verbindungen neigen. Bevor man aber ihr 
beitritt, sind erst alle Méglichkeiten der zweiten Ansicht aus- 
zuschlieBen. Unter diesen Miglichkeiten der Bindung durch 
Hauptvalenzen waren in erster Linie folgende zu erwigen. 

1. Eine séureamidartige Bindung, von der man allerdings 
annehmen miiBte, daB sie leichter zu lésen ist, als die zwischen 
den einzelnen Aminosiduren. 

2. Kine esterartige Bindung zwischen der freien Carboxy]l- 
gruppe eines Bruchstiicks und der Hydroxylgruppe einer Oxy- 
aminosiure in einem benachbarten Bruchstiick. Das Vor- 
handensein einer esterartigen Bindung des Serins geht aus 
Versuchen von Frau Nelson-Gerhardt’) in Kossels Labo- 
ratorium hervor. Bergmann?) hat darauf hingewiesen, daf 
die Oxyaminosiuren fiir die Konstitution der Proteine und 
die Erklarung ihrer leichten Zersetzlichkeit von besonderer 
Bedeutung sind. An Benzoylderivaten der y-Amino-§-oxybutter- 
siure und des Serins, sowie am Glycylserin, hat er gezeigt, dab 
eine Oxyaminosaéure, bei der Amino- und Hydroxylgruppe an 
benachbarten Kohlenstoffatomen sitzen, auf drei verschiedene 
Weisen mit einer Carboxylgruppe in Reaktion treten kann, 
und daB, wenn sich die Ergebnisse dieser Versuche auf die 
Eiwei8kérper tibertragen lassen, wir bei einer Oxyaminosdure 





1) Diese Zs. Bd. 105, S. 265 (1919). 
2) Diese Zs. Bd. 181, S.1 (1928); Bd. 140, S. 128 (1924); Natur- 


wissenschaften Bd. 12, 8. 1155 (1924). 
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drei Arten von Peptiden unterscheiden kénnen: die bekannten 
‘| N- oder Saureamidpeptide, O- oder Esterpeptide und Ox- 
azolinpeptide. 

3. Eine atherartige Bindung in der Form, daB zwei Hydr- 
oxyle benachbarter Bruchstiicke unter Wasserabspaltung mit- 
einander reagieren. Es wire hier nicht nur an die Oxyamino- 
siuren zu denken, sondern auch an die enolartigen Hydroxyle, 
welche an der Siureamidbindung durch isomere Umlagerung 
entstehen. Karrer und Grinacher?’) haben an Modellen solche 
> Anhydrisierungen vorgenommen, die zu Oxazolen fihrten. 
i Diese Oxazole sind gegen Sauren sehr empfindlich. Durch 
‘3 eine Salzséurekonzentration, wie sie zur Aktivierung des 
Pepsins ausreicht, wird die Anhydridbildung aufgehoben und 
gleichzeitig zerfallt das Molekiil in kleinere Bruchstiicke. 



































q 4, Ferner ware noch daran zu denken, daf die Bruch- 
q stiicke durch eine Aminoséure mit mehreren Haftgruppen zu- 
} sammengehalten werden, Solche hier in Betracht kommenden 
4 Awminosiuren sind die Aminodicarbonsauren, die Diaminosaiuren 
> Arginin und Lysin, ferner die Oxyaminosiuren Serin, Oxy- 
% glutaminsiure und Tyrosin, und das Cystin. 
4 Wenn diese Bindungen gelést werden, so miissen entweder 
4 .Amino- und Carboxylgruppen, oder Hydroxyl- und Carboxyl- 
4 gruppen oder nur Hydroxylgruppen, oder Guanidingruppen frei 
: Tabelle 2. 
Die reaktionsfahigen Gruppen der einzelnen Fraktionen in Prozenten 
: des Gesamt-N. 
: Histopepton | Fraktion III} Fraktion IV | Fraktion V 
Freier Amino-N 20 11 13 36 f 
N—CH,-Zahl 33 22 21 34 i 
| a N—CH,-Zahl { 
1,7 0,9 y 
| |” Amino-N ae ’ ; ; 
Arginin-N 26,9 26 ere —_ boo 
Lysin-N 13,2 a 13 —_ 1 r 
Siureiiquivalent 15 16 16 _ i ‘ 
1) Hely. chim. acta Bd. 7, S. 768 (1924). ae 
cae 
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werden. Ich habe nun in den einzelnen Fraktionen, mit Aus- 
nahme der Fraktion II, die besonders untersucht wurde, die 
Amino- und die Carboxylgruppen und den methylierbaren 
Stickstoff bestimmt (Tabelle 2). Versuche, auch die Hydroxyl- 
gruppen zu bestimmen, haben noch zu keinen mit Sicherheit 
verwertbaren Resultaten gefiihrt. Im experimentellen Teil wird 
dariiber berichtet. 

Die Zahlen fiir den Arginin- und Lysinstickstoff in Tabelle2 
sind der friitheren Arbeit entnommen. Das unverdaute Histon 
enthalt 16,7°/, freien Aminostickstoff und besitzt eine N-Methy]- 
zahl von 26, Edlbacher’) gibt 19,5 und 22,6 an. | 

Bei der Fraktion II konnte es sich nach den Reaktionen, 
die sie gab, nicht um ein Pepton, sondern nur um eine ein- 
fache basische Substanz handeln. Es wurde in ihr freies 
Lysin nachgewiesen. 

Rechnet man mit Hilfe der ersten Tabelle die bei den 


einzelnen Fraktionen gefundenen Werte auf Prozente vom | 
gesamten Histonstickstoff um, so erhalt man folgende Resultate. | 


Tabelle 3. 


Verteilung’ des Amino-N und der N-Methylzahl des Histons auf die 
einzelnen Fraktionen. 














Amino-N |N—CH,-Zahl 
Unverdautes Histon 16,7 26 
Histopepton 6,5 11 
Fraktion IT (2) (6) 
a 0,8 1,6 
ee 8 5,4 
eas ; 8,4 1,7 








Die Zahlen fiir die Fraktion II sind eingesetzt unter der | 
Annahme, da8B sie nur aus Lysin besteht. Nach Engeland | 
und Kutscher?) nimmt das Lysin 6 Methylgruppen auf. Aus | 
der Tabelle ergibt sich, daB die Summe des Aminostick- | 
stofis der einzelnen Fraktionen der GréBenordnung nach den | 





") Diese Zs. Bd. 108, 8. 287 (1919). 
2) Zs. Biol. Bd. 59, S. 415 (1912). 
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Aminostickstoff des Histons nur wenig, dagegen die Summe 
der Methylzahlen der einzelnen Fraktionen die Methylzahl 
des Histons wesentlich iibersteigt. Mit der Zerlegung in 
Fraktionen hat also der freie Aminostickstoff nicht oder nur 
wenig zugenommen, dagegen deutlich der methylierbare 
Stickstoff. Wahrend der Verdauung des Histons wurde in 
geeigneten Zwischenriumen in aliquoten Teilen der freie 
Aminostickstoff bestimmt und ebenfalls keine Zunahme ge- 
funden. Um diese Ergebnisse nachzupriifen, wurden Ver- 
dauungsversuche mit kleineren Mengen Histon ausgefiihrt und 
in Zwischenraumen von je 2 Tagen der freie Aminostickstoff, 
der methylierbare Stickstoff und die Aciditat (Anderung der 
Carboxylgruppen) bestimmt. Aminostickstoff und Aciditat 
inderten sich nicht, dagegen nimmt der methylierbare Stickstoff 
deutlich zu. Vor der Verdauung betrug die N-Methylzahl 26, 
am zweiten Tage bereits 55 und nach 8 Tagen stieg sie weiter 
auf 62 an. Vor der Verdauung kommen auf eine freie Amino- 
gruppe 1—2 und am zweiten Tag 3—4 Methylgruppen. 

Es scheinen somit bei der Verdauung des Histons durch 
Pepsinsalzsiure Amino- und Carboxylgruppen nicht in gréBerem 
Umfang frei zu werden. Vollkommen ausgeschlossen sind aber 
Peptid- und Esterbindungen durch diese Versuche nicht. Gerade 
beziiglich des Lysins in der zweiten Fraktion ist eine EHin- 
schrinkung zu machen. Fiir gewdhnlich nimmt man an, dab 
das Lysin nur mit einer der e-Amino- und Carboxylgruppe ge- 
bunden und die entstindige Aminogruppe frei ist. Bekanntlich 
hingt der freie Aminostickstoff eines Proteins von seinem Gehalt 
an Lysin ab. Auf die Frage der quantitativen Beziehungen 
zwischen Lysin- und freiem Aminostickstoff') soll hier nicht 
niher eingegangen werden, es sei nur darauf hingewiesen, daB 
sowohl beim Histon selbst als auch bei seinen Fraktionen 
der freie Aminostickstoff teils gleich dem Lysinstickstoff ist, 
meist aber ihn iibertrifft. Nun besitzt das Lysin drei Haftgruppen 
und kénnte mit ihnen drei der groBen Bruchstiicke zusammen- 
halten. Bei der Lésung dieser Bindungen miBten dann zwei 





1) Diese Zs. Bd. 110, S. 217 (1920). 
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Aminogruppen und eine Carboxylgruppe frei werden. Da die 
Fraktion IT nur 2°/, des gesamten Histonstickstoffs enthilt, 
kénnte ihr Auftreten bei der Formoltitration entgehen, ebenso 
das Freiwerden der einen Carboxylgruppe. Dagegen wiirde es 
bei der Methylierung zu erkennen sein, da diese Methode 
gréBere Ausschlige gibt. 

Die Zunahme des methylierbaren Stickstoffs ist aber so 
groB, daB sie durch das freigewordene Lysin allein nicht zu 
erkliren ist. Es miissen also noch stickstoffhaltige Gruppen 
frei werden, die mit der Formoltitration nicht nachzuweisen 
sind. In erster Linie ist hier an die Guanidingruppe des 
Arginins zu denken. Vom Guanidin selbst haben Schenk 
und v. Graevenitz') Tetramethylderivate dargestellt. Enge- 
land und Kutscher’) haben das Arginin methyliert und 
gefunden, daB es 4 Methylgruppen aufnimmt, von denen drei 
an die w-Aminogruppe und eine an den Guanidinkern gehen 
sollen. Jedenfalls kann die Guanidingruppe des Arginins 
methyliert werden und es ist wahrscheinlich, da8 auch bei der 
Methylierung des EiweiBes selbst die freien Guanidingruppen 
mitreagieren. Dies geht schon aus dem Vergleich der einzelnen 
Fraktionen hervor. Die V. Fraktion enthalt kein Arginin, bei 
ihr kommt auf eine freie Amidogruppe eine Methylgruppe. 
Bei den Fraktionen, die Arginin enthalten, ist das Verhiltnis 
ein anderes. Ebenso ist beim unverdauten Histon die N-Methy]- 
zahl gréBer als der Gehalt an freiem Aminostickstoff. Der 
Uberschu8 an methylierbarem Stickstoff ist sehr wahrscheinlich 
auf Rechnung der freien Guanidingruppen zu setzen. Nitriert 
man nimlich das Histon, so werden die Guanidingruppen 
maskiert und kénnen nicht mehr methyliert werden. Beim 
Nitrohiston ist der freie Aminostickstoff tatsichlich gleich dem 
methylierbaren Stickstoff. Das unverinderte Histon hat eine 
N-Methylzahl von 26 und auf eine freie Aminogruppe kommen 
1,55 Methylgruppen. Die N-Methylzahl des Nitrohistons betrigt 
8,5 und auf eine freie Aminogruppe kommt bei ihm nur eine 
Methylgruppe. 

1) Diese Zs. Bd. 141, S. 182 (1924). 
*) Zs. Biol. Bd. 59, S. 415 (1912). 
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Nach dem Verhalten der Fraktion V und des Nitrohistons 
ist also in diesen Versuchen von einer Aminogruppe nur eine 
Methylgruppe aufgenommen worden. Kossel und Edlbacher?) 
und ebenso Toru Imai?) fanden bei der Methylierung von 
einfachen Dipeptiden und Tripeptiden, daB von der freien 
Aminogruppe 3 Methylgruppen aufgenommen werden. Offenbar 
verhalten sich Proteine und Peptone anders. 

Bleibt man bei der Annahme, daB bei den argininhaltigen 


Peptonen und dem unverainderten Histon von einer freien - 


Aminogruppe nur eine Methylgruppe gebunden wird, so ergibt 
sich ein gewisser Uberschu8 an Methyl, der fiir die freien 
Guanidingruppen in Betracht kommt. Unter der weiteren 
Voraussetzung, die noch durch Experimente zu sstiitzen ist, 


} daB von der freien Guanidingruppe des Arginin 2 Methyl- 


gruppen, also halb so viel als seinem Stickstoff entspricht, 
gebunden werden, wiirden sich die N-Methylzahlen der Frak- 
tionen erkliren lassen. Fir das Histopepton kommen auf 
100 Atome Stickstoff 33 Methylgruppen, der freie Amino- 
stickstoff beansprucht davon 20, blieben fiir die Guanidin- 
gruppen des Arginis noch 13 Methylgruppen, und die Halfte 


| des Argininstickstoffs betrigt 13,5. Bei den andern Frak- 


tionen fiihrt diese Rechnung zu einer Abnlich guten Uber- 
einstimmung, so daB sie nicht bloBer Zufall zu sein scheint. 
Der freie Aminostickstoff des Histons selbst betrigt 17°/,. 
Von den 26 aufgenommenen Methylgruppen waren dann 9 fiir 
die Guanidingruppen iibrig. Der Gehalt an Argininstickstoff 
ist 25°/,. Bei vollstindiger Methylierung seines Guanidins 
wiirden 12,5 Methylgruppen aufgenommen. Im _ unzersetzten 
Histon wiirde also ein Teil der Guanidingruppen nicht methyliert. 


® Damit stimmen die Erfahrungen von Kossel und Weiss?) 
| beim Nitrieren des Histons iiberein. Es lieB sich nicht das 


ganze, im Histon vorhandene Arginin in Nitroarginin iiber- 


> fihren. Kin kleiner Teil blieb unverandert und reagierte nicht 
) mit der Salpetersiiure, vermutlich deswegen, weil seine Guanidin- 





1) Diese Zs. Bd. 107, S. 45 (1919). 
*) Diese Zs. Bd. 136, 8. 192 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 84, S. 1 (1918). 
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gruppen nicht zuginglich sind. Eine Beteiligung der Guanidin- 
gruppe bei der Vereinigung der Bruchstiicke des Histons zum | 
ganzen Molekiil scheint somit nicht unwahrscheinlich. Wir | 
haben aber noch keine Anhaltspunkte dafiir, wie sie zu denken | 
ist. Diese Art der Vereinigung diirfte aber auch nicht die | 
einzige sein. Fiir die Kinfiigung der Fraktion V in das Molekiil | 
miissen wir eine andere Form der Bindung annehmen, da sie 7 
kein Arginin enthilt. | 





Experimenteller Teil. 


Darstellung des Histons. 


Das Verfahren der Darstellung wich etwas von dem frither’) 
mitgeteilten ab, insofern, als das Aussalzen und Dialysieren | 
wegfiel. Zunichst wurden die zerkleinerten und frei prapa- |@ 
rierten Organe in der dort beschriebenen Weise extrahiert, ( 
die kolierte Lésung des Nucleohistons mit verdiinnter Schwefel- | 
siure zerlegt, von der ausgefallenen Nucleinsaure abfiltriert, : 
nun die fast klare schwefelsaure Lésung des Histons mit Baryt | 
neutralisiert und auf dem Wasserbad vorsichtig eingeengt. Aus | 
der eingeengten Lésung fiel dann das Histonsulfat auf Zusatz | 
des dreifachen Volums Alkohol aus. Durch zweimaliges Wieder. | 
lésen und -fallen wurde es gereinigt und darauf mit Alkohol | 
und Ather zu feinem Pulver getrocknet. Es ldste sich in |) 
Wasser vollkommen und mit annahernd neutraler Reaktion auf. 
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Verdauung des Histons mit Pepsinsalzsaure. : 

Etwa 100 g lufttrockene Substanz, die nach dem Stick- 4 
stofigehalt 45 g reinem Histon entsprechen, wurden in 1500 ccm | 
verdiinnter Salzsiure (15 ccm konzentrierte Salzsiure au! | 
1500 ccm verdiinnt) gelést und mit 1 g Pepsinum solub. (Merck) | 
versetzt. Die Lisung wurde in einem Kolben unter Toluol | 
10 Tage in einem Brutschrank bei 37° stehen gelassen. In 
Zwischenraumen von 2 Tagen wurden in 10 ccm der freie |) 
Aminostickstoff mit der Formoltitration bestimmt. Der Ver- | 
brauch an n/10-Natronlauge nahm im Verlauf der Verdauung | 

















1) Diese Zs. Bd. 119, S. 66 (1922). 
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nicht zu. Nach 10 Tagen wurde die Lisung filtriert, das 
Filtrat auf ein bestimmtes Volum gebracht und in einem 
aliquoten Teil der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

Darauf wurde das Verdauungsgemisch nach dem Plan der 
friheren Arbeit in 5 Fraktionen zerlegt. Das Histopepton 
und die Fraktion II werden bei schwach alkalischer Reaktion 
mit Natriumpikrat gefallt und durch Silberbaryt getrennt, wobei 
das Histopepton in den Niederschlag und die Fraktion II in 
das Filtrat gehen. Das Filtrat vom Natriumpikratniederschlag 


@ enthalt die Fraktion III—V. Phosphorwolframsaure fallt die 
™ Fraktionen III und IV. Die Fraktion V bleibt im Filtrat. 


III und IV lassen sich wieder durch Silberbaryt voneinander 
trennen, indem IIT fallt und [V gelést bleibt. Die Fraktionen, 


| ausgenommen Fraktion V, wurden als dicke Sirupe frei von 
® Barium und Schwefelsdure gewonnen und im Vakuumexsiccator 


bis zur Pulverisierbarkeit getrocknet. Sie lésen sich leicht 
und klar in Wasser mit stark alkalischer Reaktion. Bei der 
Trennung wurden ihre Lésungen jeweils auf ein bestimmtes 
Volum gebracht, in einem aliquoten Teil der Stickstoff be- 
stimmt und der gefundene Wert auf die Ausgangsmenge um- 
gerechnet. Das Ergebnis enthalt Tab. 4. 


ie" 

















Tabelle 4. 
Verteilung des Stickstoffs auf die Fraktionen des Histons. 
Stickstoff 
Fraktionen */, vom 
& Gesamt-N 
Gesamt-N .. . 8,43 100 
N im Na- elkerntaiedneectiitg Histo 
pepton + Fraktion IJ). . . 8,11 87 
N im Filtrat vom Na- wilibbbaleder- 
schlag (Fraktionen III, IV, saa ‘ 5,02 59,6 
Histopepton .. . ; ae 2,79 33,1 
wee es cg ae EE. 0,18 21 
Fraktionen III + Iv Pea ane 8,10 36,7 
WINN EE 8. ho we ga 0,61 1,3 
Fraktion IV .. . as ae 2,01 23,9 
Fraktion V (heechivet) Pe eae 1,92 22,9 
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Es wurden jeweils 1°/,ige Lésungen der Fraktionen | 
hergestellt und in je 10 ccm der Gesamtstickstoff nach | 
Kjeldahl, der freie Aminostickstoff mit der Formoltitration © 
nach Sérensen bestimmt, teilweise auch mit der van Slyke- | 
schen Methode. Fir die Ermittlung des methylierbaren Stick- | 
stofis wurde nach Edlbacher verfahren. 10 ccm der 1°/,igen | 
Lésung wurden in einem 50 ccm-MeBkolben mit 5 ccm | 
10°/,iger Natronlauge und 0,5 g Dimethylsulfat versetzt und | 
eine halbe Stunde unter Kihlung mit flieBendem Wasser ge- |¥ 
schiittelt. Dann wurde mit Essigsiure schwach angesiuert, | 
bis zur Marke aufgefillt und gut durchgemischt. In 1 ccm | 

a dieser verdiinnten Lésung wurden die vom Stickstoff gebundenen q 
ve Methylgruppen nach Edlbachers Modifikation der Pregl: | 
cae schen!) Mikromethode bestimmt. Bei der Destillation des Jod- | 
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methyls lieB sich das Methoxyl scharf abtrennen, es ging unter | ) 
200° iiber, wihrend das Methylimid erst tiber 260° destillierte. @& , 
Aus der gefundenen Menge Jodsilber wurde die N-Methylzahl . 
berechnet, d. h. wieviel Methylgruppen auf 100 Atome Stick- © ; 
stoff treffen. Der Quotient N-Methylzahl: freier Amino-N | 
gibt dann an, wieviel Methylgruppen auf eine freie Amino- @ 
gruppe fallen. Fir die Bestimmung der freien Carboxyl- @ 
} gruppen wurden 10 ccm der Lisung mit 30 ccm absolutem @ | 
; Tabelle 5. &§ 
: i Histopepton. q ' 
ft 0,5 g in 50 ccm aufgelést. j 
Stickstoff L 
Fraktionen °/, vom 
6 Gesamt-N 














Gesamt-N ..... 0,0945 100 

AmmoN . «1. ss 0,0186 19,7 

oe er 0,0826 — 

N-Methylzahl. . . . | 32,5 aI 
N-Methylzahl 1,65 g 
Amino-N 





Saureiquivalent . 





1) Diese Zs. Bd. 101, S. 278 (1918). 
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Alkohol versetzt, so daB die Lésung 75°/, Alkohol enthielt, 
und nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz mit n-Kali- 
lauge titriert. Aus der verbrauchten Anzahl Kubikzentimeter 
wurde berechnet, wieviel Siureiquivalente auf 100 Atome Stick- 
sto kommen.') Da die Substanzen frei von Saiuren waren, 
ribrte die Aciditét nur von ihren Carboxylgruppen her. 


Fraktion II. 

In dieser Fraktion wurden die einzelnen reaktionsfaihigen 
Gruppen nicht bestimmt, da sie ihrem Verhalten nach kein 
Pepton, sondern ein einfacher Kérper zu sein scheint. Sie 
reagiert stark alkalisch, gibt keine Biuretreaktion, sondern wie 
Aminosiuren eine einfache blaue Farbe. Auch die iibrigen 
bekannten Farbenreaktionen auf Aminosiuren sind negativ. 
Sie fallt mit Natriumpikrat, Pikrinsiure Phosphorwolframsiure, 
und Goldchlorid, nicht mit Silberbaryt. Diesem Verhalten 
nach kann es sich um Lysin oder, was weniger wahrscheinlich 
ist, um Ornithin handeln. Sie wurde zunichst als Goldsalz 


gefallt und mehrmals umkrystallisiert. Das Goldsalz wurde 


mit Schwefelwasserstoff zerlegt und die salzsaure Lésung der 


| Base zur Trockne eingeengt, in Wasser aufgenommen, mit 


Tierkohle entfarbt, neutralisiert und so viel 2n-Natronlauge 
zugegeben, daB die Reaktion 0,5n alkalisch war. Darauf 
wurden im Verlauf von 2 Stunden, waihrend unter Eiskihlung © 


i geschiittelt wurde, 3 g Benzoylchlorid und 22 com 2 n-Natron- 


lauge in kleinen Portionen abwechselnd zugegeben. Danach 
wurde mit Salzsiure angesiuert und am nichsten Tag filtriert. 
Die mitausgefallene Benzoesiure wurde mit Ather entfernt 
und der in Ather unlésliche Riickstand in Alkohol aufgenommen, 
filtriert, mit Wasser versetzt und zur Krystallisation eingeengt. 


7 Dabei schied sich zunichst an der Oberflache eine dlige Sub- 
jstanz aus, die erst bei langerem Stehen krystallinisch wurde. 
Sie schmolz wie die Lysursaéure scharf bei 146°. Die Stick- 


stoffbestimmung entsprach dieser Vermutung, gefunden 8,09 °/,, 


} berechnet fiir Lysursiure 7,91 %,. 





) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 3 
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Tabelle 6. 
Fraktion III. 
0,5 g in 50 ccm aufgelést. 


























Stickstoff 
Fraktionen °, vom 
8 Gesamt-N 
GesamtN..... 0,0959 100 
eS 0,0105 19,95 
We 0,0229 som 
N-Methylzahl. . . . 22.29 
N-Methylzabl — 1,99 
Amino-N 
Saurefiquivalent . . . 15,9 


Tabelle 7. 
Fraktion IV. 
0,5 g in 50 ccm aufgelést. 


























Stickstoff 
Fraktionen 7, vom 
8 Gesamt-N 
Gesamt-N ..... 0,104 100 
pee a 0,013 12,6 
ee 0,089 = 
N-Methylzahl. . . . 21,49 
N-Methylzabl — 1.71 
Amino-N : 
Siurefiquivalent. . . 15,8 


Fraktion V. ; 

In dieser Fraktion sind solche Substanzen, die weder mit | 
Natriumpikrat noch mit Phosphorwolframsiure fallen, also | 
wahrscheinlich Monoaminosiuren oder einfache Peptide. Sie | 
wurde zunachst von der iiberschiissigen Phosphorwolframsaure | 


und Schwefelsiure durch Baryt befreit, der iiberschiissige Baryt ¥ 


wurde durch Kohlensiure entfernt. Die neutrale Lésung wurde | 
auf dem Wasserbad zur Trockne eingeengt und der an: an- 
organischen Salzen reiche Riickstand mit Alkohol erschépfend | 
extrahiert, um ihn vom gréBten Teil der Salze zu befreien. | 
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Der Alkohol wurde verdunstet und der Riickstand in 100 ccm 
Wasser gelést. In je 10 ccm wurde der Gesamtstickstoff, der 
freie Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt und 10 ccm 
dienten auch zur Methylierung mit Dimethylsulfat. 


























Tabelle 8. 
Stickstoff 
Fraktionen °/, vom 
0 
g Gesamt-N 
Gesamt-N ..... 0,1176 100 
ieee SS 0,0428 36,4 
ee 0,0424 ao 
N-Methylzahl. .. . 33,61 
N-Methyisebl 0,923 
Amino-N 9 


Der Rest der Lésung wurde zur Trockne eingeengt, mit 
konzentrierter Salzsiure aufgenommen und 12 Stunden am 


> Rickflubkihler gekocht, dann wieder verdunstet, in ungefahr 


50 com Wasser aufgelist, mit Tierkohle entfarbt und in je 
10 com der Gesamt- und der freie Aminostickstoff bestimmt. 
Der freie Aminostickstoff betrug nun 74,5 °/, gegeniiber 36,4 °/, 
vor der Hydrolyse. Vielleicht ist die Spaltung keine voll- 
standige gewesen oder haben sich Diketopiperazine gebildet. 
Jedenfalls diirfte es sich bei dieser Fraktion im wesentlichen 
um einfache Peptide handeln. 


Nitrierung des Histons. 


Dieser Versuch wurde angestellt, um einen Uberblick 
dariiber zu bekommen, in welchem Ma8e die freien Guanidin- 
gruppen des Arginins bei der Methylierung beteiligt sind. Es 
wurde dabei in der Weise verfahren, wie es Kossel und 
Kennaway ’) fiir die Darstellung des Nitroclupeins angegeben 


| haben. 5 g Histonsulfat wurden mit 40 ccm eines eisgektihiten 
= Schwefelsiuregemisches, das aus zwei Teilen konzentrierter 


Schwefelsiure und einem Teil rauchender Schwefelsdiure (mit 





1) Diese Zs. Bd. 72, S. 486 (1911). 
g* 
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10°/, SO,) bestand, in einer Achatschale verrieben. Es war 
die groBe Menge Saiuregemisch notwendig, weil das Histon nur 
schwer in Liésung bzw. gleichmaBige Verteilung zu bringen 
war. Die breiige Masse wurde in einem Becherglas in eine 
Hiskochsalzmischung gestellt und nach und nach unter Rihren 
10 ccm gleichfalls gekiihlter rauchender Salpetersiure zugegeben. 
Nach Zusatz des letzten Tropfens der Salpetersiure blieb die 
Mischung noch 10 Minuten in der Kialtemischung stehen und 
wurde darauf unter Riihren in feinem Strahl in 750 ccm eis- 
gekiihltes Wasser gegossen. Das Nitrohiston schied sich in 
feinen wei8en Flocken ab. Der Niederschlag wurde abfiltriert, 
gewaschen, noch einmal in verdiinnter Natronlauge gelést und 
mit Schwefelsiure gefallt, darauf mit Alkohol und Ather ge- 
trocknet. 0,5 g des getrockneten Priparates wurden in 50 ccm 
Wasser durch Zusatz von etwas Alkali gelést. In aliquoten 
Teilen wurde der Gesamtstickstoff, der freie Aminostickstoff 
(mit der Formoltitration und der van Slykeschen Methode) 
und der methylierbare Stickstoff bestimmt. 




















Tabelle 9. 
Stickstoff 
Fraktionen vom 
8 Gesamt-N 
Guba ke 0,0987 100 
Amino-N, Formoltitration . . 0,00963 9,76 
" nach van Slyke . 0,00763 8,5 
Oe. le 0,00896 ie 
N-Methylzahl . . .... 8,46 
N-Methylzahl 0,99 
Amino-N 








Der freie Aminostickstoff wurde in diesem Fall nach zwei 
Methoden bestimmt, weil die Formoltitration wegen der Eigen- 
farbe der Lisung unsicher war. Der mit der van Slykeschen 
Methode erhaltene Wert diirfte der zuverlissigere sein. Der 
geringere Gehalt des Nitrohistons an freiem Aminostickstofi 
wird daher riihren, daB bei der Bestimmung des Gesamtstick- | 
stofis nach Kjeldahl der Stickstoff der Nitrogruppen teilweise | 
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mitreagiert hat. Fir die vorliegende Frage ist das aber 
unwesentlich. Wichtig ist nur, daB, nachdem die Guanidin- 
gruppen durch die Nitrierung von der Methylierung aus- 
geschaltet worden sind, jetzt auf eine freie Aminogruppe nur 
eine Methylgruppe kommt. 


Quantitative Verdauungsversuche. 


Sie wurden mit etwa 1°/, Lésungen von Histonsulfat in 
0,3°/, Salzséure, die 0,1°/, Pepsin enthielten, ausgefihrt, derart, 
daB der Gesamt-, freie Amino- und methylierbare Stickstoff 
sofort nach dem Mischen und jeweils weiter in Zwischen- 
raumen von 2 Tagen wieder bestimmt wurden.’ Es wurden 
zwei solcher Versuche angestellt, in einem dritten wurde die 
Zunahme der freien Carboxylgruppen acidimetrisch verfolgt 
und am Schlusse noch einmal der Gehalt an methylierbarem 
Stickstoff nach der Spaltung bestimmt. Der Eintritt der Spal- 
tung des groBen Molekiils war schon duBSerlich daran zu er- 
kennen, daB beim Schiitteln fiir die Methylierung vor der 
Spaltung die Lésung sehr stark und vom zweiten Tage ab 
fast gar nicht mehr schiumte. Die Gemische standen wie beim 
Hauptversuch in einem Brutschrank von 37° unter Toluol. 
In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der 3 Versuche 
zusammengefaBt. 


Tabelle 10. 


























Nach 
Mischung 

2 Tagen 8 Tagen 
Amino-N . . + © . . . . 16 °/, 15 %o 16 %, 
N-Methylzahl . ..... 26 55 62 
N-Methylzahl 

nea 1,5 3,6 3,9 

Sdureiquivalent .... . 208 208 215 











Von einem der beiden Versuche, in denen der Amino- 
und der methylierbare Stickstoff bestimmt wurde, und von dem 
Versuch iiber die Veranderung der Aciditat seien noch die 


wi 
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analytischen Daten angefiihrt, um Aufschlu8 iiber die Schwan- 


kungen zu geben. 
1. 1,8 g Histonsulfat, 2,0 com konz. Salzsiure und 0,2 g 


Pepsin in 200 ccm Wasser. 


Tabelle 11. 











Formoltitration Methylierung 




















Tage | cem n/10-Na0H mg AgJ 

+ 0 2,25 1,009 : 
a 2 2,15 1,945 : 
ee 4 2,30 1,910 4 
a 6 2,45 2,627 q 
aR 3 8 2,10 2,903 








Fiir die Formoltitration wurden 20 ccm verwendet und 
fiir die Methylierung 10 ccm. 

2. 1 g Histonsulfat, 1 ccm konz. Salzsiure, 0,1 g Pepsin 
in 100 ccm. Zur Titration wurden jeweils 10 ccm mit 30 ccm 
absolutem Alkohol versetzt. 


Tabelle 12. i 





Ae 

Pa 
rf 
1) 
A 
i 
t 


ad 
+e 
on 
mf 
ea 
Na 
D 
i 
: 
4 
2 
“AS 
ES 
Ai 


NS nese 


ew bats 
i eaee ata 


pete 


SSN CE ie oP ae at 4RA CEH TTR 


+f 
ia 
sat 
eit 
ehh 
4s 
‘i 











Tage eem n-KOH 














0 1,31 4 

¢ 2 1,31 : 

ed 4 1,805 
6 1,33 ; 
8 1,36 





Bei der Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl 
verbrauchten 10 ccm 6,3 ccm 0,1 n-HCl. Bei der Methylierung 
am 8. Tag bildete 1 com von auf 50 ccm verdiinnten methy- 
lierten 10 com des Verdauungsgemisches 1,830 mg AgJ. 

Deutlich ist der Sprung in der Menge Jodsilber von dem 
Wert vor der Verdauung zu dem am zweiten Tag. Er war 
bei beiden Versuchen ganz gleichmiBig, dagegen fiel die 
spitere Steigerung ungleichmiBig aus, vielleicht weil trotz des 
Toluols Bakterien mitwirkten. 


~ HNL R ae Seago 
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Verdauungsversuch mit Pepsin allein. 


Er sollte AufschluB dariiber geben, ob von seiten des in 
diesen Versuchen verwendeten Pepsinpriparates irgendwelcher 
nennenswerter Einflu8 auf die Ergebnisse der Verdauungs- 
versuche ausgeiibt wird, vor allem, ob das in der Fraktion II 
gefundene Lysin aus ihm stammen kénnte. 

1g Pepsin, 1 ccm konz. Salzsiure und 99 com Wasser 
wurden gemischt und 8 Tage im Brutschrank stehen gelassen. 
Die Bestimmungen wurden gleich nach der Mischung und am 
8. Tage ausgefiihrt. Das Priparat besitzt keinen freien Amino- 
stickstoff, auch bei der Verdauung tritt keiner auf. Der Ge- 
samtstickstoff betragt 14mg, die N-Methylzahl betragt vor der 
Spaltung 17,9 nachher 32,15. Bei der Alkalimetrie ver- 
brauchten 10 ccm vorher 1,151 ccm n-Kalilauge und nachher 
1,192. Der methylierbare Stickstoff und die Aciditéat nehmen 
etwas zu, aber beide, auch ersterer nicht in einem solchen 
MaBe, daB sie die Ergebnisse der vorhin beschriebenen quan- 
titativen Verdauungsversuche maBgebend beeintrichtigen, da 
ja in jenen nur ein Zehntel der hier verwendeten Menge Pepsin 
gebraucht wurde. 


Benzoylierungsversuche. 


Diese Versuche sollten dazu dienen, freie Hydroxylgruppen 
und ihre eventuelle Zunahme bei der Verdauung nachzuweisen, 
indem nach Sérensen?) benzoyliert wurde. Sérensen hat - 
die N- und O,N-Benzoylderivate von Oxyaminosaiuren dar- 
gestellt. Das Prinzip ist folgendes. Zunichst wird bei aus- 
gesprochen alkalischer Reaktion benzoyliert, dabei treten die 
Benzoylgruppen nur an den Stickstoff, dann wird bei schwach 
alkalischer bzw. neutraler Reaktion weiter mit Benzoylchlorid 
behandelt, wobei nun auch die Hydroxylgruppen reagieren. 
Vielleicht ist es méglich, einen KiweiBkérper, der erst bei stark 
alkalischer Reaktion vollstindig, d.h. bis zum Verschwinden 
des freien Aminostickstoffs, benzoyliert worden ist, nun weiter 
bei neutraler Reaktion auch am Sauerstoff zu benzoylieren, 





1) Sérensen u. Andersen, Diese Zs, Bd. 56, S. 250 (1908). 
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die Differenz in dem Gehalt an Benzoyl zwischen einem nur 
bei alkalischer Reaktion, nur am Stickstoff benzoylierten Eiweif 
und einem, das auSerdem noch bei neutraler Reaktion, ver- 
mutlich also am Stickstoff und Sauerstoff benzoylierten, wiirde 
dann der Menge freier Hydroxylgruppen entsprechen. Die 
Versuche haben bis jetzt noch zu keinem sicher verwertbaren 
Ergebnis gefiihrt. AuBerdem fehlt fir die Verwertung der 
Resultate die Grundlage, da der Gehalt des Histons an Oxy- 
aminosauren noch nicht genau bekannt ist. Das Histonmolekil 
scheint. beim Benzoylieren zu zerfallen. Es soll daher im 
folgenden nur die Benzoylierung des Histopeptons beschrieben 
werdin, 3 

ug Histopertcn wurden in wenig Wasser gelést und mit 
dem, hd am pte a Netonlong versetzt, so daB die Liésung 
halbipaiteat ach * ‘war. Die Menge des freien Aminostick- 
stofis 4 Tim Verlauf von 8 Stunden wurden unter 
Schiitteli Bion; tin kleinen Portionen 4g Benzoyl- 
chlorid Ww {esa Menge) und- 28 ccm 
2 n Natrol ' tion immer anndhernd halb- 
normal en. Darauf wurde mit Salz- 
siure onal be: F scitaten Benzoeséure am 
nachsten Tag ¢ \ Benzoylprodukt fallt nicht mit 
aus. Das Filtré N etreaktion gibt, wird in zwei 
Halften geteilt. Re Wacd ' durch Ausschiitteln mit Ather 
von der BenzoesiuN@@petreit, dieMandere wird neutralisiert und 
bei neutraler Reaktion noch einmal mit der gleichen Menge 
Benzoylchlorid behandelt. Dann wird wieder angesiuert und 
iiber Nacht stehen gelassen. Das Filtrat ist nun wasserklar 
und gibt die Biuretreaktion nicht mehr. Der Riickstand wird 
durch Ather von der Benzoesiure befreit. Die erste Halfte 
des Filtrats wird mit so viel 33°/, Natronlauge versetzt, dab 
sie 10°/, NaOH enthalt, das Benzoylprodukt aus der zweiten 
wird in 10°/, Natronlauge aufgenommen und beide 8 Stunden am 
RiickfluBkihler gekocht. Aus beiden wird nach Ans&uren die 
frei gewordene Benzoesaure mit Ather ausgeschiittelt, der Ather 
abdestilliert und der Riickstand in Chloroform aufgenommen, 
filtriert und mit 0,1 n-Natriumalkoholat gegen Phenolphthalein 
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titriert. In der mit Ather ausgeschiittelten waBrigen Lésung 
wird der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Das nur am 
Stickstoff benzoylierte Produkt (aus der ersten Halfte des Fil- 
trats) enthielt auf 100 Atome N 15,4 Benzoylgruppen und das 
mutmaBliche O,N-Benzoylprodukt 67,3. Ob dieser UberschuB 
an Benzoylgruppen nun nur am Sauerstoff sitzt, mag dahin- 
gestellt sein, es ist gut méglich, daB auch einzelne nicht formol- 
titrierbare Aminogruppen erst bei der zweiten Benzoylierung 
mitreagiert haben. 

Die Arbeit wurde mit Mitteln der Rockefellerstiftung aus- 
gefiihrt. Ich méchte auch an dieser Stelle dem Hilfsausschu8 
fir seine Unterstiitzung danken. 


Zusammenfassung. 


Bei der Verdauung des Histons durch Pepsinsalzsdure 
entstehen 5 Fraktionen verschiedener Zusammensetzung. Dabei 
nehmen die freien Amino- und Carboxylgruppen nicht nach- 
weisbar zu, dagegen deutlich der methylierbare Stickstoff. Bei 
der Methylierung des Histons und der Fraktionen mit Di- 
methylsulfat reagieren nicht nur die freien Aminogruppen, 
sondern auch die freien Guanidingruppen des Arginins. Erstere 
nehmen nur je eine Methylgruppe auf. Der bei der Spaltung 
des Histons freiwerdende methylierbare Stickstoff ist viel- 


leicht auf die Zunahme von freien Guanidingruppen zuriick- 


zufiihren, so daB die Bruchstiicke, in die es bei der Verdauung 
zerfallt, teilweise durch eine Bindung iiber die Guanidingruppe 
zusammengehalten zu sein scheinen. AuBerdem wird bei der 
Pepsinverdauung Lysin frei. 





























Uber die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes 
auf den Verlauf der Enzymwirkung. 


Von 


S. G. Hedin. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1925.) 








Nunmehr wird allgemein angenommen, da8 ein Enzyn, 


um wirken zu kénnen, irgendwelche Verbindung mit dem Sub- | 
strat eingehen mu. Ejinige Forscher nehmen auBerdem azn, | 
daB das Enzym zum Teil frei und zum Teil am Substrat ge- | 


bunden ist und daB das Verhiltnis zwischen dem freien und 


dem am Substrat gebundenen Enzym durch das Massen- | 


wirkungsgesetz geregelt wird, und zwar nach der Formel 
(Freies Enzym)-(Freies Substrat) = X-(Enzym-Substratverbindung) , 
wo K die Gleichgewichtskonstante bedeutet und die ein- 


geklammerten Substanzen in molekularen Konzentrationen in | 


Rechnung genommen werden. Bis jetzt ist die experimentelle 
Priifung dieser Gleichung hauptsichlich fiir die Saccharase 
versucht worden. Bezeichnen wir mit # und mit S die ganzen 
Mengen an Enzym bzw. Substrat und mit @ die Menge 


Enzym—Substratverbindung, alles in molekularen Konzen- | 


trationen ausgedriickt, so wird, wenn in der Enzym—Substrat- 


verbindung ein Molekiil Enzym auf einem Molekil Substrat | 


enthalten ist, die obige Gleichung: 
(L— y)-(S— gy) = K-g. 


Bei manchen enzymatischen Spaltungen hat es sich her- 
ausgestellt, daB, wenn eine gegebene Substratmenge unter 
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sonst gleichen Verhiltnissen mit verschiedenen Enzymmengen 
pehandelt wird, der Umsatz der gleiche bleibt nach Zeiten, 
welche den zugesetzten Enzymmengen umgekehrt proportional 
sind. Dies bedeutet, daB bei demselben Umsatz das Produkt 
der Enzymmenge und der Zeit dasselbe ist. Nach diesem, 


* bei gewissen enzymatischen Prozessen obwaltenden Gesetze ist 


also, wenn # und ZF, die in zwei Fallen zugesetzten Enzym- 


| mengen bedeuten und ¢ bzw. ¢, die Zeiten, nach welchem mit 7 


baw. EZ, gleiche Umsitze erhalten werden, 
E:E, = t:t. 

Aus Untersuchungen iiber die Einwirkung von Trypsin 
auf verschiedene Proteinstoffe, die ich schon lingst publiziert 
habe’), ging hervor, daB die Aufspaltung einer gegebenen Sub- 
stratmenge § mit verschiedenen Enzymmengen, unter gegebenen 
Bedingungen gleichsam dem gleichen Weg folgt, und daB folg- 
lich die Reaktionsgeschwindigkeit mit verschiedenen Enzym- 
mengen dieselbe Funktion von § war; nur waren bei gleichem 


) Umsatz die Zeiten den zugesetzten Enzymmengen umgekehrt 


proportional. Es wurde ferner bewiesen, daB, wenn die 
Reaktionsgeschwindigkeiten in den beiden Fallen mit &- F(S) 
baw. k, - (8) bezeichnet werden, wo k bzw. k, die Geschwindig- 


| keitskoeffizienten und /(8) eine unbekannte Funktion der 


Substratkonzentration bedeuten 

k: k, =f ce.9 
Wird nun die obige Analogie 

E: E, =t,:t 


© beriicksichtigt, so erhalten wir 


E: E, wz k: k, . 
Die Geschwindigkeitskoeffizienten sind folglich den zugesetzten 


Enzymmengen proportional. Wenn die Geschwindigkeitskoeffi- 
zienten aus irgendwelcher Ursache im Laufe der Enzymwirkung 


} sich andern (z.B. durch Bindung des Enzyms an gebildete 





1) Diese Zs. Bd. 57, S. 468 (1908); Bd. 64, S. 82 (1909); auch JI. of 
| Physiol. Bd. 32, S. 469 (1905); Bd. 34, S. 870 (1906). 
2) Diese Zs. Bd. 57, S. 468 (1908). ~*~ 
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Spaltungsprodukte), so miissen dieselben immer nach der 
gleichen Anzahl von H¢ oder bei dem gleichen Umsatz den 
zugesetzten Enzymmengen proportional bleiben. 

Andererseits kénnen nach der oben erwahnten, allgemein 
angenommenen Ansicht nur diejenigen Enzymmengen, welche 
mit dem Substrat verbunden sind, wirksam sein, und nach 
dem Vorgang von Michaelis und Menten benutzt man die 
anfangliche Reaktionsgeschwindigkeit der Rohrzuckerspaltung 
als MaB der mit dem Rohrzucker verbundenen Saccharase- 
menge.}) Die obige Uberlegung ist folglich auch beziiglich 
der mit den Substraten verbundenen Enzymmenge giiltig, und 
es miissen also die Geschwindigkeitskoeffizienten eben den 
mit dem Substrat verbundenen Enzymmengen proportional 
sein, woraus schlieBlich folgt, daB nach einer gegebenen An- 
zahl von H#-t¢ oder bei dem gleichen Umsatz die mit dem 
Substrat verbundenen Enzymmengen den zugesetzten 
Enzymmengen proportional sein miissen. 


Wie vertrigt sich nun dieses mit dem Massenwirkungs- | 


gesetz? 
Wir‘ wollen annehmen, da das Verhiltnis zwischen der 


freien und der gebundenen Enzymmenge in einem gegebenen | 


Falle durch die oben benutzte Gleichung 
(Z— g)-(S—g)= K-@ (1) 


angegeben wird, wo die Symbole dasselbe bedeuten wie oben | 


und folglich gm die gebundene Enzymmenge bezeichnet und 


(Z — g) die freie. Wird nun in einem anderen Falle zu der | 
gleichen Substratmenge die »fache Enzymmenge n- £ gegeben, | 
so ist nach dem eben Gesagten, wenn das oben besprochene | 


Enzym—Zeitgesetz in Geltung ist, die mit dem Substrat ver- 
bundene Enzymmenge = n-qg, und der Ausdruck des Massen- 
wirkungsgesetz wird in diesem Falle 


(nE—ngy)-(S—ng) = K-ng. | (2) : 


Wird (2) mit (1) dividiert, erhalten wir 


n=1. 





1) Biochem. Zs, Bd. 49, 8. 348 (1913). 
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Wo das Enzym—Zeitgesetz sich bewihrt, kann also das 
Verhalten zwischen der freien und der am Substrat gebundenen 
, |§ Enzymmenge hochstens fir einen einzigen Enzymwert durch 
, fdas Massenwirkungsgesetz ausgedriickt werden, d.h. das Enzym— 
, jm Zeitgesetz und das Massenwirkungsgesetz kénnen fiir ver- 
» jg schiedene Enzymmengen nicht zugleich in Geltung sein. Die 

obige Symbole K ist in solchen Fallen keine konstante GréBe 
. fir verschiedene Enzymwerte. 

h Fir die Einwirkung der Saccharase auf Rohrzucker hat 
q (@ das Enzym—Zeitgesetz nach Hudson und anderen Forschern 
1 Me sich weitgehend bestatigt*) und Michaelis und Davidsohn 
| #@ scheinen demselben eine unbeschrankte Giltigkeit anzuerkennen.’) 
Diese Forscher bedienen sich sogar dieses Gesetzes um das 
Verhiltnis zwischen den bei verschiedenen H-Ionenkonzen- 
trationen wirksamen Saccharasemengen zu bestimmen, unter 
‘der Annahme, daB bei gleichem Umsatz die wirksamen 
Enzymmengen den Zeiten umgekehrt proportional sind. Da — 
also das Enzym—Zeitgesetz fiir die Saccharase giiltig ist, kann 
nach dem eben Gesagten das Verhalten zwischen dem freien 
und dem am Substrat gebundenen Enzyme nicht durch das 
© Massenwirkungsgesetz ausgedriickt werden. 
: In dem Falle, daB die Reaktionsgeschwindigkeit der zu- 
mgesagten Enzymmenge proportional ist, zeigt sich also das 
© Massenwirkungsgesetz als nicht zutreffend. Dies ist auch der 
Fall, wenn die Reaktionsgeschwindigkeit der Substratmenge 
proportional ist. Dieses kann eintreffen, wenn die Substrat- 
menge im Vergleich mit der Enzymmenge sehr gering ist, wie 
“Versuche von A. J. Brown mit Saccharase*), von E. F. Arm- 
- |@strong mit Lactase und Maltase*) und von Hedin mit Trypsin 5) 
n- |Bzeigen. Dasselbe geht auch aus einigen Versuchen von v. Euler 
@und Laurin mit Saccharase hervor.£) Da die Reaktions- 












1) Jl. amer. chem. soc. Bd. 80, S. 1575 (1908). 

*) Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). a 
*) Trans. chem. soc. Bd. 81, S. 887 (1902). 

*) Proc. roy. soc. Bd. 73, S. 500 (1904). 

*) Jl. of Physiol. Bd. 32, S. 476 (1905). hee 
*) Diese Zs. Bd. 110, S. 67 u. 83 (1920). to eM 
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geschwindigkeit nach dem Gesagten der mit dem Substrat ver. | 
bundenen Enzymmenge proportional ist, so ist in solchen Fallen | 
diese Enzymmenge der Substratmenge proportional. Ist die | 
Reaktionsgeschwindigkeit den zwei Substratmengen § und nS | 
proportional und sind die entsprechenden mit dem Substrat | 
verbundenen Enzymmengen p und n-g, so ist der Ausdruck | 
des Massenwirkungsgesetzes in den zwei Fallen mit den oben | 


angewandten Symbolen 


und 


geschwindigkeit der Substratmenge proportional ist. 


Nach dem Vorgang von Michaelis und Menten setzen j 
einige Forscher in die obige Formel (Z — g)(S — gy) = K-gq | 
fiir (S —.q) einfach § ein, wodurch die Formel das Aussehen 4 


(2 — 9-8 = Ke 


bekommt. Diese Abinderung ist nach Michaelis und Menten 

darin begriindet, daB ,ja von der Saccharose immer nur ein | 
verschwindend kleiner Teil von dem Ferment in Beschlag ge- | 
legt ist.“1) Diese Annahme wird ohne jeden Beleg gemacht; | 


ist sie auch berechtigt? 


Méglicherweise ist die Annahme berechtigt, wenn das Sub- | 
strat der Enzymmenge gegeniiber in einer solchen Menge vor- | 
handen ist, daB die Reaktionsgeschwindigkeit von der Substrat- | 
menge unabhiingig dieselbe bleibt. Die Menge Enzyn- | 
Substratverbindung wire namlich dann auch von der Substrat- | 
menge unabhangig und die Menge freien Substrats kénnte viel- | 
leicht als konstant betrachtet werden. Werden aber kleinere jj 
Substratmengen angewandt, ist die Reaktionsgeschwindigkelt | 
nicht von der Substratmenge unabhingig, sondern fallt mit ¥ 
dieser, und es ist nicht ohne Beleg klar, daB die mit dem | 





*) Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 333 (1913). 


(E— 98-9) =Kg a) | 


(Z—ng)(nS—ng)= Knog. (2) | 
Wird 2 mit 1 dividiert, erhalten wir wiederum n=], | 
Wenn die Gleichung 1 sich bewdhrt oder das Massenwirkungs- | 
gesetz fir die Substratmenge S giiltig ist, so gilt es fir keine @ 
andere Substratmenge innerhalb des Bereiches, wo die Reaktions- | 
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Enzym verbundene Substratmenge einen verschwindend kleinen 
Teil der ganzen Substratmenge ausmacht. Bei geniigend ge- 
ringen Substratmengen kann, wie wir eben gesehen haben, die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Substratmenge proportional sein 
und das Massenwirkungsgesetz ist dann auBer Geltung. 
Unter der Voraussetzung, daB der obigen Formel (£ — ¢)- 


| (S — g) = K-m die Form 


(2 — 9)-8 = K-p 


gegeben werden darf, finden indessen Michaelis und Menten, 
daB das Verhaltnis zwischen log 8 und der initialen Reaktions- 
geschwindigkeit (y) formal der JDissoziationsrestkurve einer 


@ Saure entspricht und erhalten in graphischer Weise den Wert 
von X. Indessen wird es nicht geniigend klargelegt, daB in 


allen experimentell bestimmten Punkten der Kurve (8 — g) = § 
gesetzt werden kann, und iiberhaupt scheint es mir aus diesem 


® Grunde fraglich, ob die Kurve der Dissoziationsrestkurve einer 


Saure entspricht. Fiir geringe Substratmengen fehlt der Kurve 


© jede experimentelle Begriindung. Dann kommt noch, da8 der 


Umsatz des Rohrzuckers in einer gegebenen Zeit bei einer 
gewissen mittleren Konzentration desselben (0,3 normalen) ein 


= Maximum hat und nach beiden Seiten abfallt. Die fiir héhere 


Konzentrationen des Rohrzuckers erhaltenen niedrigen Werte 


TF passen gar nicht in einer Dissoziationsrestkurve. Der Abfall 


der Reaktionsgeschwindigkeit fiir héhere Rohrzuckerkonzen- 


 trationen liegt nach Michaelis und Menten an Anderungen- 


»der Natur des Lisungsmittels“. Das Lisungsmittel wire also 


./@ far verschiedene Rohrzuckerkonzentrationen nicht das gleiche, 


sondern anderte sich mit steigenden Mengen an Rohrzucker. 
Da man sich kaum denken kann, daB diese Anderung plétzlich 


‘el- |m Jenseits des Maximums der Reaktionsgeschwindigkeit einsetzt, 
liegt immerhin die Wahrscheinlichkeit vor, daB dieselbe auf 
| die Lage des Maximums EHinflu8 tiben kann, und diese Lage 
> Ware in der Weise durch einen Faktor beeinflu®t, welcher in 
# der Formel der Kurve nicht erscheint. Da eben die Lage des 
7% Maximums oder der héchsten Punkte der Kurve von aus- 
® schlaggebender Bedeutung ist fir die Bestimmung von XK, wird 
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auch in unbekannter Weise durch Anderung der Natur des 
Lésungsmittels* beeinfluBt, und man mu®B sich noch ein- | 
mal fragen, ob es méglich ist, K in dieser Weise zu be- | 


stimmen. 
Wie oben hervorgehoben wurde, kann das Massenwirkungs- 


gesetz das Verhialtnis zwischen der freien und der gebundenen 


Enzymmenge nicht in solchen Fallen angeben, wo die Reaktions- 


geschwindigkeit der Substratmenge proportional ist, was bei j | 
sehr kleinen Substratmengen eintreffen kann. In solchen J 
Fallen findet sich das Enzym gewissermaBen in Uberschu, 


und man konnte deshalb geneigt sein, in der Formel (Z — q): 


(S — y) = K- anstatt (Z — q) einfach F zu setzen. In dem 
Falle wire aber die Michaelissche Formel (Z — g)-S = K-g | 
unméglich und folglich die Herleitung von K aus derselben 


undenkbar. 
SchluBworte. 


Nach dem Obigen muB ich die Anwendung des Massen- | 
wirkungsgesetzes in oben besprochener Weise zur Bestimmung ~ 
des Verhaltens der freien Enzymmenge zur gebundenen ab- | 
lehnen. Was am entschiedensten gegen das Massenwirkungs- @ 
gesetz spricht ist das Enzym—Zeitgesetz, dem mehrere Enzyme | 
entschieden unter gewissen Bedingungen folgen, und aus | 
welchem gefolgert wird, daB die am Substrat gebundene oder | 
wirksame Enzymmenge der ganzen Enzymmenge proportional — 
ist. Dies ist mit dem Massenwirkungsgesetz nicht vereinbar. 
Ebenso sprechen diejenigen Fille, wo die Reaktionsgeschwindig- @ 
keit der Substratmenge proportional ist, gegen das Massen- — 


wirkungsgesetz. 


Michaelis und Menten setzen in der Formel des Massen- 


wirkungsgesetzes 


(E—g)(S—g) = Ky, 1 
wo £ und § die molekularen Konzentrationen der ganzen | 
Enzymmenge bzw. Substratmenge und gp die der Enzym- | 
Substratverbindung und XK die Gleichgewichtskonstante be- 
deuten, (S — gy) = 8, wodurch die obige Formel das Aussehen | 


(EZ — g):S=K-p 
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annimmt. Diese Umformung ist fir die meisten Substrat- 
S @ mengen unzulissig oder jedenfalls nicht als zulassig bewiesen. 
- |] Unter der Annahme, daB dieselbe berechtigt ist, finden indessen 
- @ Michaelis und Menten, daB das Verhiltnis zwischen log 8 
und @ (oder anfinglicher Reaktionsgeschwindigkeit) durch die 
% Dissoziationsrestkurve einer Saure reprisentiert wird, aus welcher 
"@ XK graphisch erhalten wird. Abgesehen von der Unzulissigkeit 
* | der eben genannten Umformung kann gegen diese Methode 
| eingewandt werden, daB fiir kleine Rohrzuckermengen jede 
- experimentelle Stiitze der Kurve fehlt, und daB diejenigen ex- 
™ perimentellen y-Werte, welche groBen Rohrzuckermengen ent- 
)  sprechen, gar nicht in der Kurve passen. AuSerdem diirften 
M '@ die gréBten Werte von gy durch unbekannte Faktoren (,An- 
¥ | derung der Natur des Lésungsmittels“) beeinfluBt sein. 
nF Anstatt des in angedeuteter Weise gefundenen Wertes von 

> XK wird gewodhnlich dessen reziproker Wert, die sogenannte 

> Affinitatskonstante, angegeben. Der migliche Fehler wird von 
n- @ Kuhn fir Saccharase und Rohrzucker zu 20—30°/, und fir 
ng @™ Saccharase und Raffinose zu 30—50°/, angegeben.') Hs 
b- ™ leuchtet sofort ein, daB mit solchen méglichen Fehlern nicht 
g- | Zu groBes Gewicht darauf gelegt werden darf, daB in 2 Ver- 
ne jj suchen tibereinstimmende Ziffern erhalten werden. Die rich- 

















us tigen Zahlen kénnten ja um 60—100°/, oder jedenfalls um i 
ler @ Ginen bedeutenden Betrag voneinander differieren. In der Tat t 
ial ™ Variieren die mit Saccharase und Rohrzucker erhaltenen Werte ‘ 
ar, der Affinitiitskonstante zwischen 25 und 65.) H 
‘0 : | 4 
a 4 ) Diese Zs. Bd. 125, S. 28 und zwar 37 und 61 (1922). i 
— *) Euler, Chemie der Enzyme, 3. Aufl., S. 151. u 
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Die hornlésende Wirkung der Schwefelalkalien. 


Von 


Paul Pulewka. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Zum Teil vorgetragen auf der 4. Tagung 
der Deutschen Pharmakolog. Gesellschaft in Innsbruck am 19. IX. 24.) 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kinigsberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Mai 1925.) 





Schon seit dem Altertum werden die Sulfide der Erd- | 
alkalien, des Calciums, Strontiums und Bariums als Ent- 
haarungsmittel benutzt. Die Lehrbiicher der Pharmakologie 7 
begniigen ‘sich damit, auf die ihrer Anwendung zugrundeliegende © 
,keratolytische* Wirkung hinzuweisen; ein Versuch, diese @ 
Wirkung in ihrem Wesen zu erklaren, scheint nicht gemacht | 
zu sein. Bekanntlich kann man Hornsubstanz mit Hilfe von | 
Laugen in Liésung bringen; bei der Enthaarung von Fellen | 
als Vorbereitung zum Gerben finden Kalkmilch und andere | 
Alkalien vielfach Anwendung. Da nun die Sulfide in ihren | 
Liésungen unter hydrolytischem Zerfall Hydroxylionen bilden, — 
wire daran zu denken, daB die Keratolyse durch Sulfide letzten | 
Endes eine Alkaliwirkung darstellt, und zwar eine verhiltnis- | 
miBig milde und gleichmiBige, weil die Bildung von Hydroxyl- | 
ionen durch die Schwerléslichkeit der Erdalkalisulfide und 


durch die Gleichgewichtsverhaltnisse in den Lésungen: 
S”+H,O <—> SH’ + 0H’ 
SH’+H,O =——" 4H,8 + 0H’ 
hintangehalten und geregelt wird. 


Der Weg zur experimentelien Priifung dieser Annahme 
ist gegeben: Man wird festzustellen suchen, ob durch eine | 


a ae ah li inne i en eh se 








me : 
ine | 


Die hornlésende Wirkung der Schwefelalkalien. 131 


Sulfidléisung von bekannter OH-Konzentration bei gleicher 
Temperatur und Zeit derselbe Grad der Keratolyse hervor- 
gerufen wird, wie durch eine isohydrische Liésung eines anderen 
Alkalis, Dazu ist es erforderlich, die OH-Konzentration der 
Sulfidlésung, die der Vergleichslauge und endlich den Grad 
der Keratolyse zu bestimmen. 


Methodik. 
1. Messung der keratolytischen Wirkung. 


Wenn man Hornsubstanz der Einwirkung von Alkalien oder Schwefel- 
alkalien unterwirft, so beobachtet man zuniichst eine von der Oberfliche 
nach der Tiefe zu fortschreitende Quellung, an die sich dann, u. U. noch 


che das ganze Stiick durchgequollen ist, die ,,Lésung“ der gequollenen 


Hornteile anschlie8t. Dabei tritt ein Zerfall der Substanz ein, derart, 
daB eine Trennung der gelésten Hornmasse von der ungeldésten, teils 
gequollenen, teils tiberhaupt nicht angegriffenen, praktisch kaum durch- 
fihrbar erscheint. Deshalb muBte der urspriingliche Plan, den Grad 
der Keratolyse durch Riickwigung des Ungelésten zu ermitteln, auf- 
gegeben werden, zumal das Trocknen gequollenen Horns bis zur Gewichts- 
konstanz eine ungemein zeitraubende Arbeit darstellt. Bewihrt hat sich 
endlich ein Verfahren, bei dem die Einwirkung der zu priifenden Stoffe 
mit der ersten Phase der Reaktion, der Quellung, unterbrochen wurde; 
der Quellungsgrad, d. h. die Gewichtszunahme des Horns innerhalb 
einer bestimmten Zeit und bei konstanter Temperatur gab den MaBstab 
fiir den Grad der Keratolyse. 

Im einzelnen wurde auf folgende Weise vorgegangen: Aus Biiffel- 
horn — besonders geeignet ist das homogene, durchscheinende, gelbe 
Material, wie es zur Anfertigung von Spateln, Léffel, Wagschalen u. dgl. 
verwandt wird (gewéhnliches Rinderhorn ist seiner grobfaserigen Struktur 
halber unbrauchbar) — wurden mit der Laubsiige Stiickchen von még- 
lichst gleicher Form und Oberfliche und von mindestens 1 mm Dicke 


® iergestellt. Nach Wagung auf der analytischen Wage kamen diese 


Hornspine in die zu priifende Flissigkeit, in der sie bei Raumtemperatur 
eine bestimmte Zeit lang liegen blieben. Dann wurden sie heraus- 
genommen, mit Wasser abgespiilt, zwischen Flie8papier oberflichlich 
getrocknet und rasch wieder gewogen. Da die GréBe der Quellung 
eine Funktion der Oberfliche ist, erscheint eine Berechnung der Gewichts- 


q zunahme auf das Ausgangsgewicht der Hornplittchen unzulissig. Selbst 


wenn man sich alle Miihe gibt, méglichst gleichartige Stiickchen fir 

vergleichende Versuche zu verwenden, kommt man kaum einmal zu 

genau iibereinstimmenden Werten, was ja in Anbetracht der sicher vor- 

handenen Unterschiede im Aufbau der einzelnen Hornstellen nicht ver- 
; 9* 
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wunderlich ist. Diese Fehler sind jedoch im Vergleich zu den bei Ein- 
wirkung verschiedener Lésungen gewonnenen Ausschligen so gering- 
fiigig, daB die Ergebnisse meiner Untersuchungen dadurch nicht be- 
rihrt werden. 


2. Messung der Cog. 


Die Messung der Alkalinitit von Hydroxyden — in Betracht kommen 
NaOH und Ba(OH), — macht keine Schwierigkeiten. Sie kann entweder 
potentiometrisch oder nach dem unten beschriebenen Verfahren durch 
ihren EinfluB auf die Spaltungsgeschwindigkeit des Diacetonalkohols 
bestimmt werden; bei den niedrigen fur die meisten der hier mitgeteilten 
Versuche angewandten Konzentrationen liuft die Cp, der Konzentration 
des Hydroxyds anniihernd parallel. Ich habe beide Methoden an- 
gewendet und iibereinstimmende Ergebnisse erhalten. 

Weniger einfach ist es, in Lésungen der Sulfide die Cp, zu er- 
mitteln. Die potentiometrische Methode l4Bt sich bei Gegenwart von 
Schwefelwasserstoff bekanntlich nicht anwenden; Indikatoren, deren 
Umschlagspunkt soweit im Alkalischen liegt, wie es bei der Priifung ~ 
von gesittigten Sulfidlisungen erforderlich wire, sind nicht bekannt. | 
Unter den Methoden, die in der katalytischen Beschleunigung eines | 


Verseifungsvorganges ein Ma8 fiir die Cp, suchen, wurde die von ; : 


Koelichen") angegebene benutzt und als sehr brauchbar gefunden. ' 
Koelichen miBt die Geschwindigkeit der Spaltung von Diacetonalkohol, _ 


die in alkalischen Liésungen der Cp, proportional beschleunigt wird. Da j . 


bei der Spaltung eine erhebliche Volumenvermehrung eintritt, kann der — 


Vorgang mit Hilfe des Dilatometers verfolgt werden. Durch Kiister 7 


und Heberlein’*) fand die Methode bereits ihre Anwendung zur Messung © 
der Hydrolyse einer Alkalisulfidlésung (Na,S). Die hierzu nétige Vor- 
bedingung, daB die Spaltungsgeschwindigkeit des Diacetonalkohols nur © 
durch die Hydroxyl-, nicht etwa durch die in der Liésung vorhandenen ~ 
Sulfhydrationen beschleunigt wird, hielten die Autoren deshalb fir erfiillt, © 
weil ihre Ergebnisse mit denen von Walker auf ganz anderem Wege | 
gefundenen gut iibereinstimmten. Ich habe mich von der Richtigkeit © 
ihrer Annahme durch einen direkten Versuch iiberzeugt: Calciumsulfid- © 
lésung, die mit Schwefelwasserstoff tibersittigt, also praktisch OH-frei 
war, war im Dilatometer ohne meBbaren Einflu8. Da das — wenigstens © 
in Medizinerkreisen — wenig bekannte Verfahren weiterer Anwendung — 


‘fahig ist, soll es kurz beschrieben werden. 


In den Trichter 7 des bis zum oberen Rande der Kapillare K mit 
Quecksilber gefiillten Dilatometers (Fig. 1) wird eine den Inhalt des | 





1) Koelichen, Die chemische Dynamik der Acetonkondensation. | 
Zs. physikal. Chem. Bd. 33, S. 171 (1900). é 
*) Kiister u. Heberlein, Beitrige zur Kenntnis der Polysulfide. | 
Zs. f. anorg. Chem. Bd. 48, S. 69 (1905). 4 
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DilatometergefaBes D etwas iibersteigende Menge der zu untersuchenden 
Flissigkeit gebracht, der kurz zuvor Diacetonalkohol in der Menge von 
2—6,5°/, zugesetzt worden ist. Bei offenem Hahn H wird durch 
Senken von Gefi8 Q, das durch den Schlauch S mit dem Dilato- 
meter in Verbindung steht, die Lésung in das GefiB D 
gesogen. Wenn das Quecksilber sich dicht iiber den Hahn, 
und die obere Grenze der Lésung, die gleich nach Ein- 
saugen in die Kapillare mit 1 Tropfen Quecksilber bedeckt 
wurde, sich im unteren Teil der Kapillare befinden, wird 
der Hahn geschlossen; dann wird das Instrument schnell 
in den Thermostaten (18°) bis zum unteren Ende der it 
Kapillare K gesenkt, An der Skala (Millimeterteilung) 
verfolgt man in bestimmten Zeitraiumen — ich las alle [fl 
10 Minuten ab — den Stand der Fliissigkeit. Grund- 
sitzlich geniigt es, den Anfangs- und Endstand des Dilato- 
meters und einen Zwischenwert zu bestimmen; ich habe, 
um sicher zu gehen, stets mehrere Zwischenwerte auf- 
gezeichnet und iiberdies in der Regel jede Lésung gleich- % 
zeitig in zwei Dilatometern gepriift. Aus den abgelesenen 
Werten errechnet man die Geschwindigkeitskonstante & 
nach folgender Gleichung: 


<2) a 4 























a2-— X% Fig. 1. 
ar cE Ghat 

in der % die Zeit der ersten, ¢ die Zeit einer spiteren Ablesung, a@ die 
Dilatometerablesung nach Erreichung der Konstanz, 2, die Ablesung zu 
Beginn, x, zur Zeit ¢ des Versuches bedeuten. Da k der Cp, proportional 
ist, braucht man nur einmal die Konstante einer Lésung von bekannter 
Cop zu bestimmen, um dann jederzeit aus der experimentell gefundenen 
Konstante die Cp,, berechnen zu kénnen. 


Chemikalien. 


Zur Benutzung kamen folgende Priparate: 
. Calcium sulfuratum flavum, hochprozentig (Merck), 
. Strontium sulfuratum depuratum (Merck), 
- Barium sulfuratum, etwa 80°/, BaS (Merck), 
. kéufliches Natriumsulfid, 
- Natronlauge, carbonatfrei, 
. Barytwasser, 
Diacetonalkohol. (Diesen verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn 
. Prof. Meerwein, der mir eine gréBere Menge davon herstellen lieB.) 
Bei den Sulfiden handelt es sich in keinem Falle um eine chemisch 
reine Substanz, sondern um Gemenge, die im wesentlichen aus Sulfid, 
Polysulfiden, Hydroxyd und Carbonat bestehen. Um die Priparate 
einigermaBen zu definieren, wurde einmal in der Substanz selbst der 
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wunderlich ist. Diese Fehler sind jedoch im Vergleich zu den bei Ein- 
wirkung verschiedener Lésungen gewonnenen Ausschligen so gering- 
fiigig, daB die Ergebnisse meiner Untersuchungen dadurch nicht be- 
riihrt werden. 


2. Messung der Cog. 


Die Messung der Alkalinitét von Hydroxyden — in Betracht kommen 
NaOH und Ba(OH), — macht keine Schwierigkeiten. Sie kann entweder 
potentiometrisch oder nach dem unten beschriebenen Verfahren durch 
ihren EinfluB auf die Spaltungsgeschwindigkeit des Diacetonalkohols 
bestimmt werden; bei den niedrigen fir die meisten der hier mitgeteilten 
Versuche angewandten Konzentrationen liuft die Cp, der Konzentration 
des Hydroxyds anniihernd parallel. Ich habe beide Methoden an- 
gewendet und iibereinstimmende Ergebnisse erhalten. 

Weniger einfach ist es, in Lésungen der Sulfide die Cp, zu er- 
mitteln. Die potentiometrische Methode 1i8t sich bei Gegenwart von 
Schwefelwasserstoff bekanntlich nicht anwenden; Indikatoren, deren 
Umschlagspunkt soweit im Alkalischen liegt, wie es bei der Priifung 
von gesattigten Sulfidlésungen erforderlich wire, sind nicht bekannt. 
Unter den Methoden, die in der katalytischen Beschleunigung eines 
Verseifungsvorganges ein Ma8 fiir die Cp, suchen, wurde die von 
Koelichen*) angegebene benutzt und als sehr brauchbar gefunden. 
Koelichen, mit die Geschwindigkeit der Spaltung von Diacetonalkohol, 
die in alkalischen Lésungen der C,,, proportional beschleunigt wird. Da 
bei der Spaltung eine erhebliche Volumenvermehrung eintritt, kann der 
Vorgang mit Hilfe. des Dilatometers verfolgt werden. Durch Kiister | 
und Heberlein’*) fand die Methode bereits ihre Anwendung zur Messung : 
der Hydrolyse einer Alkalisulfidlésung (Na,S). Die hierzu nétige Vor- | 
bedingung, da8B die Spaltungsgeschwindigkeit des Diacetonalkohols nur 
durch die Hydroxyl-, nicht etwa durch die in der Lésung vorhandenen 
Sulfhydrationen beschleunigt wird, hielten die Autoren deshalb fir erfiillt, 
weil ihre Ergebnisse mit denen von Walker auf ganz anderem Wege 
gefundenen gut iibereinstimmten. Ich habe mich von der Richtigkeit 
ihrer Annahme durch einen direkten Versuch iiberzeugt: Calciumsulfid- 
lésung, die mit Schwefelwasserstoff tibersittigt, also praktisch OH-frei 
war, war im Dilatometer ohne meBbaren Einflu8. Da das — wenigstens 
in Medizinerkreisen — wenig bekannte Verfahren weiterer Anwendung 
fihig ist, soll.es kurz beschrieben werden. | 

In den Trichter 7 des bis zum oberen Rande der Kapillare K mit 
Quecksilber gefillten Dilatometers (Fig. 1) wird eine den Inhalt des 








) Koelichen, Die chemische Dynamik der Acetonkondensation. [ 
Zs. physikal. Chem. Bd. 38, S. 171 (1900). | 

*) Kiister u. Heberlein, Beitrige zur Kenntnis der Polysulfide. 
Zs. f. anorg. Chem. Bd. 48, S. 69 (1905). 
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DilatometergefaBes D etwas iibersteigende Menge der zu untersuchenden 
Flissigkeit gebracht, der kurz zuvor Diacetonalkohol in der Menge von 
2—6,5°/, zugesetzt worden ist. Bei offenem Hahn H wird durch 
Senken von Gefi8 @, das durch den Schlauch S mit dem Dilato- 
meter in Verbindung steht, die Liésung in das GefiB D 
gesogen. Wenn das Quecksilber sich dicht iiber den Hahn, 
und die obere Grenze der Lésung, die gleich nach Ein- 
saugen in die Kapillare mit 1 Tropfen Quecksilber bedeckt 
wurde, sich im unteren Teil der Kapillare befinden, wird 
der Hahn geschlossen; dann wird das Instrument schnell 
in den Thermostaten (18°) bis zum unteren Ende der 
Kapillare K gesenkt, An der Skala (Millimeterteilung) 
verfolgt man in bestimmten Zeitriumen — ich las alle  [f 
10 Minuten ab — den Stand der Filissigkeit. Grund- {ff 
sitzlich gentigt es, den Anfangs- und Endstand des Dilato- {| 
meters und einen Zwischenwert zu bestimmen; ich habe, it 
um sicher zu gehen, stets mehrere Zwischenwerte auf- 
gezeichnet und iiberdies in der Regel jede Lésung gleich- 2 
zeitig in zwei Dilatometern gepriift. Aus den abgelesenen 
Werten errechnet man die Geschwindigkeitskonstante & 
nach folgender Gleichung: 


™~, 


v 5 5 




















@ — Lp Fig. 1. 
- lo = ik 








in der ¢, die Zeit der ersten, ¢ die Zeit einer spaiteren Ablesung, a die 
Dilatometerablesung nach Erreichung der Konstanz, x, die Ablesung zu 
Beginn, x, zur Zeit ¢ des Versuches bedeuten. Da k& der C,,, proportional 
ist, braucht man nur einmal die Konstante einer Lésung von bekannter 
Cop zu bestimmen, um dann jederzeit aus der experimentell gefundenen 
Konstante die Cp, berechnen zu kénnen. 


Chemikalien. 


Zur Benutzung kamen folgende Priparate: 
. Calcium sulfuratum flavum, hochprozentig (Merck), 
. Strontium sulfuratum depuratum (Merck), 
. Barium sulfuratum, etwa 80°/, BaS (Merck), 
. kéufliches Natriumsulfid, 
Natronlauge, carbonatfrei, 
Barytwasser, 
Diacetonalkohol. (Diesen verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn 
. Prof. Meerwein, der mir eine gré8ere Menge davon herstellen lieB.) 
Bei den Sulfiden handelt es sich in keinem Falle um eine chemisch 
reine Substanz, sondern um Gemenge, die im wesentlichen aus Sulfid, 
Polysulfiden, Hydroxyd und Carbonat bestehen. Um die Priparate 
einigermaBen zu definieren, wurde einmal in der Substanz selbst der 
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Gehalt an Kation gravimetrisch als Sulfat bestimmt. Danach enthilt 
Calciumsulfid 49,6°/, Ca, Strontiumsulfid 63°/, Sr, Bariumsulfid 73,3°/, 
Ba. Ferner wurden in villig gefillten Glisern bei Raumtemperatur 
gesittigte Lésungen. titrimetrisch untersucht. Der Phenolphthalein- 
umschlag ergibt den Gehalt an Hydroxyd, der Umschlag gegen Methy]- 
orange den an Sulfhydrat.‘) Aus dem Gesamtsiureverbrauch la8t sich 
der Gehalt der Liésung an Kation errechnen: 

1. 10 ccm Calciumsulfidlésung verbrauchen gegen Phenolphthalein 
1,8 cem, gegen Methylorange 0,4 ccm, zusammen 2,2 ccm n/10-Schwefelsiure. 

2. 10 cem Strontiumsulfidlésung verbrauchen gegen Phenolphthalein 
1,4ccm, gegen Methylorange 2,6 ccm, zusammen 4,0 cem n-Schwefelsiure. 

8. 10ccm Bariumsulfidlésung verbrauchen gegen Phenolphthalein 
3,4 ccm, gegen Methylorange 3,4 cem, zusammen 6,8 ccm n-Schwefelsiure. 

Danach ist: 

1. Die Calciumsulfidlésung in bezug auf OH 0,018 n. auf SH 0,004 n., 
auf Ca 0,022 n. 

2. Die Strontiumsulfidlésung in bezug auf OH 0,14n., auf SH 0,26 n., 
auf Sr 0,4 n. 

8. Die Bariumsulfidlésung in bezug auf OH 0,34 n., auf SH 0,34 n., 
auf Ba 0,68 n. 

Es besteht also ein Unterschied nicht nur in der Bruttokonzen- 
tration der Lésungen, sondern auch in dem Verhialtnis von Hydroxyd 
zu Sulfhydrat; eine gesittigte Calciumsulfidlésung ist nicht nur absolut, 
sondern auch verhiltnismifig armer an Sulfhydrat als die Lisungen 
der beiden andern Sulfide. 


Versuche. 


Fir die Versuche selbst war folgender Weg vorgezeichnet: Von 
einer gréBeren Anzahl gleichartiger Hornstiickchen kamen je zwei in 
gesittigte Lésungen eines der drei Erdalkalisulfide und in Natronlaugen 
verschiedener Konzentration. Nachdem die Lésungen bei der selben 
Temperatur eine bestimmte Zeit eingewirkt hatten, wurde durch Wigung 
der Grad der erreichten Quellung bestimmt. Dann wurde in den 
Lésungen der Sulfide auf dilatometrischem Wege, in den NaOH-Lésungen, 
die etwa die gleiche Quellung bewirkt hatten, in der selben Weise oder po- 
tentiometrisch die Cp,, bestimmt. War die eingangs erwihnte Annahme 
richtig, dann muB8ten die Lésungen, die in gleichem MaB8e quellungs- 
fordernd wirken, auch die gleiche Konzentration an OH-Ionen enthalten. 

Tastende Vorversuche hatten gezeigt, daB die Quellungswirkung 
der drei Sulfide etwa der von n/50- bis n/2-NaOH entspricht. In 
diesem Bereich wurde eine Reihe in geometrischer Progression steigender 
Konzentrationen von NaOH angesetzt. In je 50cem der in einer gut 





1) §. Terres u. Briickner, Uber die Einwirkung von Wasser auf 
Schwefelalkalien. Zs. f. Elektrochemie Bd. 26, S. 1 (1920). 
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verschlieBbaren Pulverflasche befindlichen Lauge kamen 2 gewogene 
Hornstiickchen. Die Sulfide wurden in gesattigter Lésung mit Boden- 
kérper geprift, d. h. die Hornplittchen kamen in ein kleines Flischchen, 
das mit 2g des Sulfids und 20 ccm Wasser nahezu bis zum Schliff 
gefillt war. Die Einwirkung der Lésungen auf das Horn vollzog sich 
bei 18° im Thermostaten; die Zeit schwankte in den verschiedenen 
Versuchsreihen zwischen 5 und 21 Stunden. 


‘ 
fy 


| 1. Die Quellungswirkung von Natronlaugen 
verschiedener Konzentration. 
Um Kenntnis von den Beziehungen zwischen Cog und 
Quellungsgrad zu erlangen, wurden mehrere Versuche mit ver- 
dinnter;Natronlauge (carbonatfrei) allein in wechselnden Kon- 


zentrationen angesetzt. Einer dieser Versuche ist in folgender 
Tab. 1 wiedergegeben. 


4 Tabelle 1. 
q Versuch IV. Horn 5 Stunden in Natronlaugen. Temperatur 18°, 











DH-Konzentra- 
OR 6 ee ce PA OD. 0,14n. §0,19n. }0,27 n. 0,37n. |0,52n. 11,0n. 
y+ + + + + 10,87-10—1,2-10—-41,6-10—-42,35- 10-4 3,2-10- 4 4,4- 10-9 8,210! 
angsgew. der 

ornstiicke in 
mS. 6s ee 17,5 70 79 60 13 66 76 
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Wie besonders aus der graphischen Darstellung dieses 
Versuches in der Kurve (Fig. 2) hervorgeht, ist der in einer 
bestimmten Zeit erreichte Quellungsgrad der Cog in guter An- 
naherung proportional. 





ee 2. Die Quellungswirkung der Alkalisulfide im 
eS Vergleich zu der von Natronlauge. 


a) Calciumsulfid. 















































e ‘ Im folgenden sind tabellarisch die Ergebnisse von Ver- | 
oe suchen angefiihrt, in denen Calciumsulfid hinsichtlich seiner : 
| Tabelle 2. | 
e | Versuch XI. Versuchsdauer 5 Stunden, Temperatur 18°. 
at Calciumsulfid 
Dees Nr. . 5 - 
ha Wasser (gesiittigt) 0,052 n-NaOH 

1 | Anfangsgewicht. . 48 mg 74mg 92 mg 

ORE Gewichtszunahme . ee .. 2. 

Pee 2 | Anfangsgewicht. . ae  .. 46 ,, 
oe Gewichtszunahme . oe by ls 
: 3 | Anfangsgewicht. . _ ,: oe 88 ,, 

F Gewichtszunahme . os Ee oe 
2 4 | Anfangsgewicht. . ~- . oe 6 , 

: Gewichtszunahme . o &. 6 
: Tabelle 3. | 
? Versuch XIIIa. Versuchsdauer 5 Stunden. Temperatur 18°. ; 
ih } 

Nr. 0,027 n-NaOH | C#lciumsulfid | 9 037 n-NaOH | - 
| __ @esiittigt) &§ 
1 | Anfangsgewicht . 79 mg 70 mg i3mg sé 
Gewichtszunahme . So . ‘.. 
2 | Anfangsgewicht . 3 Gee ae 19 5 
Gewichtszunahme . 8 x . . A ‘ 
8 | Anfangsgewicht . oy ae 1 ws 86 ,, 
Gewichtszunahme . , S. Ss a, 
4 |Anfangsgewicht . 68 ,, ns 68 ,, 
Gewichtszunahme . i .. 4 5, 




















Dle hornlésende Wirkung der Schwefelalkalien. 137 


; | quellungsférdernden Wirkung mit verdiinnten Lésungen von 

t |] NaOH verglichen wurde; von den Versuchen mit Natronlauge 

- @ werden — wie auch spaterhin — nur die mitgeteilt, bei denen 

> der Quellungseffekt dem durch Schwefelalkali bewirkten inner- 
halb der betreffenden Versuchsreihe benachbart ist. 

Aus diesen Versuchen ist zu erkennen, daB die Quellung 

5 durch Calciumsulfid in gesattigter Lisung gréBer ist als die 

durch 0,027 n-NaOH und kleiner als die durch 0,037 n-NaOH 

| hervorgerufene. Eine Umrechnung der Calciumsulfidlésung auf 

+. | Agquivalente méchte ich unterlassen, weil sie iiber die Mengen- 


= : verhaltnisse der Anionen keinen Aufschlu8 gibt. 


b) Strontiumsulfid. 
Tabelle 4. 
Versuch IX. Versuchsdauer 5 Stunden. Temperatur 18°. 












































H 
= @ nr. 0,14 n-NaOH | 0,19 n-NaOH |STontiumsulfid 
5 ae anes : (gesattigt) 
1 eins ; 45 mg 52 mg 62 mg 
Gewichtszunahme . i | 4. | 
2 | Anfangsgewicht . uy ge os 
Gewichtszunahme . 1 ae ee 6. " 
j i 
Tabelle 5. 
Versuch XIIIb. Versuchsdauer 5 Stunden. Temperatur 18°. 
. Nr. 0,14 n-NaOH greene 0,26 n-NaOH 
OH | safe | 
__ 1 Anfangsgewicht - 52 mg 63 mg 17 mg | ' 
: Gewichtszunahme . eer  . $6. ; 
2 |Anfangsgewicht . 7 4 60 ,, 67. 
Gewichtszunahme . 1S iM }: ee . : 
3 |Anfangsgewicht . a .. 88 5, ae 
Gewichtszunahme . 16 ,, 20 ,, 83 ., 
4 | Anfangsgewicht . Ts a 4 67 
Gewichtszunahme . ye, 7: ae 16 « 
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Tabelle 6. ; 

















Versuch XIV. Versuchsdauer 5 Stunden. Temperatur 19°. : 
e Nr. : 0,22 n-NaOH Strontiamsulfid 0,26 n-NaOH 4 
Ae (gesittigt) : 
i 1 |Anfangegewicht .| 113mg 149 mg 126mg | 
: Gewichtszunahme . on a. 34 ,, ( 
; 2 2 | Anfangsgewicht . 53 59 ,, 56 ,, q 
ie Gewichtszunahme . 13 ,, 13 ,, 17 ,, 4 
at 
13 3 | Anfangsgewicht . 122 ,, 150 ,, 125 ,, 4 
: Gewichtszunahme . ee $2 $8 ,, ’ 
4 | Anfangsgewicht . 55 ,, 56 ,, 56 ,, { 
ae oi Gewichtszunahme . i. li, <.. 









































ie © Nach dem Ergebnis dieser Versuche ist Strontiumsulfid |@ 
Le hinsichtlich seiner Hornwirkung zwischen 0,22n- und 0,26n-NaOH 
a einzuordnen. 
| a 
: e) Bariumsulfid. ‘ : 
: Tabelle 7. : 
| | Versuch XI. Versuchsdauer 5 Stunden. Temperatur 19°. 
Nr. 0,14 n-NaOH Bariumsulfid 0,37 n-NaQH i 
2 (gesittigt) . 
: : 1 | Anfangsgewicht . 88 mg 61 mg 111 mg 
He Gewichtszunahme . 6. 40 ,, “a .. as 
: : 2 | Anfangsgewicht 68 ,, 70 ,, 65 ,, we 
4 Gewichtszunahme . 85 ,, . 49 ,, scl 
a et 
14 3 | Anfangsgewicht 89 ,, 61 ,, 108 ,, we 
rf ; Gewichtszunahme . 26 ,, 48 ,, 50 ,, D0 
: 4 | Anfangsgewicht 63 ,, 7 4 64 ,, wi 
3 Gewichtszunahme . 28. ,, 54 ,, oe nit 
: ve 
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Tabelle 8. 
Versuch XIIIc. Versuchsdauer 5 Stunden. Temperatur 18°. 
e Bariumsulfid 

Nr. 0,37 n-NaOH (gesiittigt) 0,42)h-NaOH 

: 1 | Anfangsgewicht . 70 mg 69 mg 71 mg 

Gewichtszunahme . $9 ,, St 49 ,, 

2 | Anfangsgewicht . .. pape 68 ,, 

if Gewichtszunahme . 7 s. 24 ,, 

q 3 | Anfangsgewicht . % 68 ,, a 

4 Gewichtszunahme . 44 ,, 4B 45 ,, 

) 4 | Anfangsgewicht . 68 _,,  . 68 ,, 

Gewichtszunahme . ae 29 ,, 90 , 





























Bariumsulfid in konzentrierter Lésung wirkt also stirker 
als 0,37 n-, schwicher als 0,42 n-NaOH. 


H | Zusammenfassend laBt sich sagen, daB die Hornwirkung 
‘von Calciumsulfid iiber Strontiumsulfid zu Bariumsulfid zunimmt, 
‘Fentsprechend der Léslichkeit der drei Substanzen, aber ihr 
: pnicht proportional, wofern man die eingangs bei mittlerer 
‘}Raumtemperatur erhaltenen Titrationsergebnisse (0,22 n., 0,4 n., 
90,68 n.) als MaBstab der Léslichkeit wahlt. 


s 
pes: 


eae q 3. Die Beziehungen zwischen Cog und Quellungs- 
: wirkung bei Sulfiden und Hydroxyden. - 


Der Versuch, nach dem Verfahren von Koelichen die Geschwindig- 
“citskonstante der Diacetonalkoholspaltung und damit die Co, der ge- 
“#iattigten Sulfidlésungen zu bestimmen, scheiterte daran, daB auf Zusatz 
‘Wes Alkohols in der Sulfidlésung ein reichlicher krystallinischer Nieder- 
“#chlag entstand. Anwendbar wurde die Methode erst dann, als ich an 
Ptelle der gesiittigten verdiinnte Lésungen der Schwefelalkalien ver- 
wendete und auBerdem den Gehalt an Diacetonalkohol von 6,5°/, auf 
#*), erniedrigte. Naturgema8 muBten diese verdiinnten Lésungen 
‘Priederum an Hornstiicken hinsichtlich ihrer quellungsfordernden Wirkung 
‘Pit Hydroxydlésungen verglichen werden. Ich habe mich in dieser 
Wersuchsreihe auf die Priifung von Bariumsulfid beschrinkt, dann aber, 








neg E ta a oa EE : 
. i eee ee er 







































140 : Paul Pulewka, 


um den EinfluB des Kations auszuschalten, Bariumhydroxyd zum Ver. © 
gleich herangezogen. q 

Von gesittigten und klaren, also carbonatfreien, bei der Schwefel- © 
verbindung zur Vermeidung der Polysulfidbildung unter Stickstoff. | 
atmosphiire hergestellten und behandelten Lésungen der beiden Barium. / 
verbindungen ausgehend, wurden durch Vermischen mit ausgekochtem | 
Wasser eine Reihe von Verdtinnungen hergestellt. Je zwei Konzen- — 
trationen, die nach dem Ergebnis der Acetonmethode etwa die gleiche q 
Coy aufwiesen, wurden unter gleichen Bedingungen mit Hornplittchen 7 
zusammengebracht; die Wiigung vor und nach der Quellung ergab wie & 
in den friiheren Versuchen das MaB der Keratolyse. Ein soleher Ver. 
such findet sich in der folgenden Tabelle: a 


Tabelle 9. 
Versuch XXI und XXII. Versuchsdauer 21 Stunden. Temperatur 18°, ] 








Stoff 





7, ° * bd ° oa 
N Barium- | Barium- | Barium- | Barium- © 


sulfid |hydroxyd| sulfid | hydroxyd @ 








Konzentration in °/, 
der Sattigung . . ee 24 11 
Ge Si. eb ee 0,020 0,045 0,040 




















i | Anfangsgewicht . .| 79mg 719 mg 73mg | 77mg 
Gewichtszunahme. . 26 a. 62 ,, 17 ,, | ' 
2 | Anfangsgewicht . .| 47 ,, 46 ,, 43 ,, 42, ie 
Gewichtszunahme. .{ 33 ,, 12 ,, 62 ,, 12, § ‘ 





In diesem Versuch zeigen die Sulfidlésungen eine mehr: | 
fach stirkere quellungsférdernde Wirkung als die ihnen etwa) : 
isohydrischen Hydroxydlésungen. Die Ursache dafiir kénnte|| : 
man vielleicht in dem KinfluB der Ba-Ionen suchen: Unter! 
der Voraussetzung volliger Dissoziation und Hydrolyse wird|§ 
die aus Bariumsulfid hergestellte Lésung theoretisch die doppelte| 
Menge an Ba-Ionen mE wie eine Barytlauge derselben| 


Con (2 Baos n gegentiber Ba, sen DaB hier dem Ba-Ion mindestens) 


keine wontons Bedictins zukommt, wird durch folgendet) 
Versuch erwiesen, in dem Sulfid- und Hydroxydlésungen des) 
selben Ba-Gehalts, also isomolare Lésungen hinsichtlich ihreti 
Wirkung auf Horn verglichen wurden. : 
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al Tabelle 10. 
fol. : Versuch XXXIII. Versuchsdauer 21 Stunden. Températur 18°. 
off- 
m- | Stoff 
em | 25 ecm 25 eem 50 cem 
en: Nr. 0,05 n- 0,05 n- 0,05 n- 
che 4 Barium- Barium- Barium- 
hen a sulfid hydroxyd hydroxyd 
wie 
Ver- 4 1 | Anfangsgewicht ... 61 mg 63 mg 74 mg 
A Gewichtszunahme. . . 45 , 24 ,, 20 ,, ~ 
2 | Anfangsgewicht .. . ao 56 ,, 40 ,, 4 
Gewichtszunahme. . . at 4 26 ,, 20 ,, 
18° 


—f Die Sulfidlésung ist auch in diesem Fall erheblich wirk- 
| samer, obwohl sie nicht mehr Ba- und sicherlich weniger 
m- (™OH-Ionen enthilt als die Hydroxydlésung. (Der dritte Versuch 
xyd 4 der Reihe zeigt, daB eine Vermehrung der Fiissigkeitsmenge 
“Svon 25 auf 50 ccm auf das Ergebnis der Quellungsversuche 
Pohne KinfluB ist.) 


0 q Die Annahme, von der wir ausgegangen sind, hat sich 
og demnach durch den Versuch nicht bestitigen lassen: Wenn 
, | Hornsubstanz durch Schwefelalkalien zur Quellung und Lisung 


. gebracht wird, so geschieht dies nicht allein durch die Hydr- 
» |Boxylionen. Wie es besonders deutlich aus Versuch XXIII 
chr. (Lab. 10) hervorgeht, spielen dabei die ttbrigen Anionen der 
iqa jp oulfidlésungen eine weit gréBere Rolle. Ihre quantitative Be- 











ae ; stimmung ist leider bis jetzt noch nicht méglich. Jedenfalls 
a : ist bei der starken Verdiinnung meiner Lisungen mit einer 
wied : | 80 weitgehenden Hydrolyse zu rechnen, da8 die Konzentration 
velte i, der S-Ionen gegeniiber den in groBer Zahl vorhandenen SH-Ionen 


Jbext 4 U2meBbar klein, also praktisch zu vernachlassigen ist. Wenn 

Wauch eine genaue Messung der SH-Ionenwirkung auf die Horn- 
‘“quellung noch nicht méglich ist, da wir noch keine Methode | 
nde} zur Bestimmung ihrer Konzentration besitzen, so steht es doch , | 
dest fest, daB die Quellung von Keratin in Alkalisulfidlésungen | 
uhret ; durch Sulfhydrat in bedeutend héherem MaB geférdert wird 
als durch Hydroxyl allein. 


” : ce “ at rane poe ca 2) 
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4. Der Einflu8 saurer Lésungen auf Horn. 


Zur Entscheidung der Frage, ob bei der Keratolyse durch | 


Alkalisulfide eine Addition von SH- und OH-Ionenwirkung | 
vorliegt, oder ob der Vorgang iiberhaupt nur bei alkalischer | 
Reaktion eintritt, wurden Hornplattchen fiir 18 bzw. 21 Stunden © 


der Einwirkung von Schwefelwasserstoffwasser und von Natrium. | 
sulfidlésungen, die durch Einleiten von Schwefelwasserstofi | 
schwach sauer gemacht worden waren, ausgesetzt. Der Erfolg © 
war negativ; d.h. die Quellung war nicht gréBer als in reinem | 


Wasser. Es scheint demnach, daB dem Sulfhydration nur bei 
alkalischer Reaktion eine quellungsférdernde Wirkung zukommt, 
eine T'atsache, die ja in der physikalischen Chemie der Eiweif- 
kérper zahlreiche Analogien hat. 


Zusammenfassung. 


Die Lésung von Hornsubstanz unter der Einwirkung von 
Schwefelalkalien wird durch einen Quellungsvorgang eingeleitet. 
Entscheidend fiir die Wirkung dieser Substanzen sind die in 
waBriger Liésung gebildeten Sulfhydrationen. Das Sulfhydrat- 
ion iibertrifit an Intensitat auch die quellungsférdernde Wirkung 
des Hydroxylions auf Horn. Die Wirkung des Sulfhydrations 
kommt nur in alkalischer Lisung zur Geltung. 
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h 1 
or | 
n | 
a | 
if : Vorlaufige Mitteilung tiber ein Produkt 
Ig mit Insulinwirkung. 
e F Von 
7. Walter Stix. 
1 & 
B- F 
q (Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1925.) 
7 Die Arbeiten, die dieser Mitteilung zugrunde liegen, wurden 


on sg vor einem Jahr gemacht und muBSten aus duBeren Griinden 
et, |mabgebrochen werden, ohne irgendeinen AbschluB gefunden zu 
in smhaben. Da mir jetzt die Méglichkeit einer Weiterarbeit ge- 
at- | boten werden soll, so sei einiges von den durchgefiihrten Ver- 
ng |p suchen mitgeteilt, da manche Gedankenginge weiter verfolgt 
ons |e Werden sollen. 

‘ Versetzt man eine gegen Phenolphthalein neutralisierte 

Finsulinlésung mit Formaldehyd und titriert mit Lauge nach — 
Art der Sérensenschen Formoltitration, so wird Lauge ver- 
braucht.') Hs liegt nahe, an die Gegenwart von Aminosduren, 
Peptiden o. 4. zu denken. Unterwirft man jedoch das Insulin- 
wirkungen entfaltende Produkt der Veresterung nach der 
Fischerschen Methode, so laBt sich keine Esterbildung nach- 
weisen. Um Aminosiuren oder verwandte Kérper kann es 





Rg CTE BE LEa ec SER NTP RR rE RE ee 





sich hier mithin kaum handeln. Damit steht der Befund im i 
Einklang, daB gereinigtes Insulin nur eine schwach positive f 
@Nihydrinreaktion gibt.) In diesem Zusammenhang kann man . 
4 ) Vgl. auch Witzemann-Livshis, Jl. of Biol. Chem. Bd. 57, , 
DS. 425 (1928). 4 
: *) Shonle u. Waldow, Jl. of Biol. Chem. Bd. 58, S. 781 (1924). | 
@ *) Abderhalden, Diese Zs. Bd. 141, S. 309 (1924). in 
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zur Auffassung gelangen, daB in dem untersuchten Produkt | 
sekundire oder tertiire Amine vorhanden sind, die ebenfalls | 
mit Formaldehyd reagieren.') In diese Meinung lieBe sich © 
manches eingliedern: Die Fahigkeit des Produktes, viel Brom | 
aufzunehmen, das jedoch in keine feste Bindung tritt; denn |¥ 
la8t man zu einer Insulinlésung in Hisessig eine ebensolche | 
Bromlésung zutropfen, so wird reichlich Brom verbraucht, doch | 
erhilt man beim Kindampfen im Vakuum keinen bromhaltigen © 
Kérper. Dann die Méglichkeit, in bicarbonatalkalischer Lésung 4 ) 
mit Jodjodkalilésung Additions- oder Substitutionsprodukte in | 
fester Form zu erhalten”), ferner die Bildung eines starken |@ 
farblosen Niederschlages mit dem Meyerschen Alkaloidreagens, @ 
Die Wechselwirkung zwischen Insulin und Formaldehyd beruht . 
i nicht nur auf beigemengten Ammonsalzen. Auch in anderen | r 
ER Richtungen verspricht sie AufschluB zu geben. Werden z. B. | 
ee gleiche Mengen Insulin (0,1 g) in der gleichen Fiissigkeits. ~ 
ee menge gelést und nach Formaldehydzusatz titriert, so zeigen 
| sich folgende Unterschiede: 





} 
+ 

C 

a 
ANG 

es 

: 

} 








ecm n/10-NaOH © 


In der Kalte stehen gelassen ....... 2 a 
15 Min. auf dem Wasserbade erwiirmt ... . 2 








mond fae’ oe as 


Be In salzsaurer Lésung erwiirmt ...... .- 2,2 q 





oe In alkalischer Lésung erwirmt. ..... . 1,7 : 
| fy Die niedrigen Werte in der letzten Zeile erkliren sich © 
1) wohl aus dem Entweichen von Ammoniak aus der Lésung. | 
Uber Parallelen zwischen der biologischen Wertigkeit und dem 

sn Verbrauch an Formaldehyd soll nachstens berichtet werden. © 
ae | Der Verbrauch des Formaldehyds erscheint auch nach kraftiger |#i 


coo 








z Reduktion des Produktes, ausgefihrt mit Zink in eisessigsaurer |e: 
Lisung. Interessant ist, d4B im Gegensatz zum unverdnderten | 
t Produkt nach der Reduktion ein wohlkrystallisierter, stick- He 
ig stoffhaltiger Bromkérper erhalten werden kann. Scheinbar | Gor 
aa 1) Wooward u. Alsberg, Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, 8, 1 (1921). f e 
ais. 2) Hier miiBte auch an Histidin gedacht werden, vgl. Shonle u | 
‘4 Waldow, aa. QO, ; i 
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miissen aber neben der Reduktion noch hydrolytische Vorginge 


: einsetzen, um zu dieser Verbindung zu gelangen. Denn nur 
b dann, wenn das im Vakuum eingedampfte Reduktionsprodukt 
Bmit Alkohol, der mit Salzsiure gesittigt ist, gekocht wird, 

Ferhilt man eine Liésung, aus der sich beim Schiitteln mit 
: q Brom eine feste Substanz ausscheidet, die sich aus Ather um- 
h Pcystallisieren 1iBt. 












‘ Beniitzt man fiir den Augenblick die Arbeitshypothese, 
Yda8 im untersuchten Produkt Amine vorliegen, die nicht 
: primirer Natur sind, so liegt es nahe, die Verainderungen bei 
Wer Oxydation zu studieren, denn da sollten sich Aldehyde 
Wfassen lassen. Die gerade nur begonnenen Versuche einer 





:. 4a Oxydation mit Permanganat in schwach saurer Liésung deuten 
a 4 puf die Bildung von Kstern hin, was sich mit der geiuBerten 
p, gAnnahme in Kinklang bringen lieBe. Die stufenweise Oxy- 
. 7 lation erscheint als geeigneter Weg fiir die vorliegenden Unter- 
an puchungen. 


: Nachst der Natur des Stickstoffes wire es wichtig zu er- 
“Wahren, wie die mit ihm verkniipften Kohlenstoffkomplexe aus- 
yH |wpehen. Da sei auf folgendes hingewiesen: Bei der trockenen 
—= Pestillation erhalt man u. a. in ziemlicher Ausbeute eine nur 
“Rehr schlecht krystallisierende Substanz, die eine rote Fichten- 
“$panreaktion gibt und mit Dimethylamidobenzaldehyd nach 
‘#hbriich ebenfalls eine positive Reaktion gibt. Wahrend die 
‘Brste Reaktion bei der trockenen Destillation sehr vieler Sub- 
ich “Btanzen auftritt, ist die Ehrlichsche Reaktion spezifischer 
‘nd deutet auf pyrrolihnliche Kérper hin, die sich aber pyrogen 
lem |ebildet haben kénnen. So wie das urspriingliche Produkt 
len. | eben auch hydrolysierte und oxydierte Produkte eine positive 
iget | #ichtenspanreaktion, doch verschwindet diese Reaktion beim 
wet | Reduzierten Produkt. 
rten | Man kénnte gegen die hier begonnenen Versuche ein- 
jick-|Wenden, daB sie bedeutungslos seien, denn die Bearbeitung 
\bar |#on physiologisch unwirksamen und erst gar nicht in dieser 
‘#ichtung gepriiften Substanzen habe keinen Wert, besonders 
#2 das verwendete Produkt nur wenig gereinigt und seine 
#rontoeinheit bei ungefaihr 5 mg gelegen war. Dem sei aber 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVI. 10 








146 Walter Stix, Vorliufige Mitteilung tiber ein Produkt usw. 


entgegengehalten: die chemische ,,Reinheit“ und die biologische | 
Wirksamkeit des Insulins gehen nicht parallel; das fir den| 


Ye 


Chemiker noch unvollkommen gereinigte Produkt ist oft fiir den| 
Kliniker sehr brauchbar und umgekehrt. Statt beim Unwirk. 








t samsein von Insulinpraparaten an weitgehendere Umwandlungen| 
i zu denken, erscheint es vielleicht besser, sich hier die An. 
: sichten zu eigen zu machen, die auf dem Gebiete der Hiweii 


ae 4 chemie seit neuestem vertreten werden und auf die Rolle vou" 





Nebenvalenzen, Umlagerungsméglichkeiten u. i. hinweisen. Litt) 
i man einen solchen Standpunkt zu, dann kann man es nichi/ 
‘7 ablehnen, daB ohne Riicksicht auf die biologische Wirksamkeit 
: rein chemisch an die Insulinfrage herangetreten wird. 
ah 
4 
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Uber die Konstitution von Proteinkérpern. 
Von 


Emil Abderhalden. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1926.) 








Obwohl Max Bergmann bekannt ist, da8 in der ersten experi- 
mentellen Arbeit") S. 183 ausdriicklich darauf hingewiesen ist, daB Jaffe 
die Pikrinsiurereaktion zum Nachweis von Kreatinin verwendet hat, 
und ferner auf 8. 184 mitgeteilt ist, daB Glucosamin eine positive 


| Reaktion ergibt, sucht er nun den Anschein zu erwecken, als hitte ich 


erst durch seinen Befund, da8 auch bestimmte von ihm dargestellte Ver- 
bindungen eine Pikrinsiiurereaktion zeigen, erkannt, daB die erwahnte 
Reaktion fiir die Beurteilung der am EiweifSbau beteiligten Atomgruppie- 
rungen und speziell fiir das Vorkommen von Diketopiperazinringen und 
verwandten Strukturen nicht beweisend sei. Davon kann nun gar keine 
Rede sein, wie aus den gegebenen Hinweisen klar zu erkennen ist. 
Max Bergmann iibergeht den Kernpunkt des ganzen Einspruches, den 
ich gegen die Art seiner Darstellung erhoben habe und auch gegen 
diejenige seiner Erwiderung*) geltend machen mu8. Ich hitte nicht 
den geringsten Einwand erhoben, wenn er meine Arbeiten, die sich mit 
der Frage nach der Struktur der Proteine beschiftigen, bei seiner Zu- 
sammenfassung iibergangen hitte. In der Tat kann der einzelne Forscher 


4 experimentelle Befunde und ihre Deutung einerseits fiir nicht spruchreif 


4 halten und andererseits der Ansicht sein, da8 eine kritische Stellung- 
4 nahme verfriiht ist. In diesem Falle ist ein Ubergehen von noch nicht 
'® abgeschlossenen Forschungen durchaus verstindlich. Max Bergmann 


hiitte jedoch, nachdem er einen Einzelbefund erwihnt hat, unter allen 


|Umstiinden, um den Arbeiten, die aus dem hiesigen Institut hervor- 


gegangen sind, gerecht zu werden, mitteilen miissen, da8 sich meine 





1) Emil Abderhalden u. Ernst Komm, Diese Zs. Bd. 180, 
S. 181 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 144, S. 276 (1925). 
10* 
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Annahme, wonach im Eiwei8 Anhydride und zwar héchstwahrscheinlich 
Diketopiperazinringe oder tautomere Verbindungen bzw. solche, aus 
denen die ersteren leicht hervorgehen kénnen, vorhanden sind, auf dic 
folgenden Beobachtungen griindet: Isolierung von Diketopiperazinen beim 
stufenweisen Abbau von Proteinen; Gewinnung von Piperazinen bei der 
Reduktion von EiweiBabkémmlingen (Peptone usw.). Hier ist einzufiigen, 
da8 vergleichende Untersuchungen iiber das Verhalten von Polypeptiden 
und insbesondere von Dipeptiden und ferner von Diketopiperazinen 
bei der Reduktion durchgefiihrt worden sind. Ferner konnten aus Eiweif, 
z. B. Seidenfibroin, Abbauprodukte isoliert werden, die ohne vorherige 
Vornahme einer Reduktion als Anhydrid und nach erfolgter Reduktion 
als entsprechendes Piperazin in Erscheinung traten. Endlich wurde 
gezeigt, daB durch Oxydation aus Polypeptiden und Diketopiperazinen 
verschiedenartige Verbindungen erhalten werden. Insbesondere glauben 
wir, da8 die Bildung von Oxamid in Zusammenhang mit vorgebildeten 
Anhydriden in Proteinen steht. Erst, nachdem alle diese Beob- 
achtungen gemacht waren, sind Farbreaktionen zur An- 
wendung gekommen! 


Max Bergmann hiitte sich mit meinen Ansichten vollkommen in 
Ubereinstimmung gefunden, wenn er zum Ausdruck gebracht hatte, daf 
ein abschlieBendes Urteil dariiber, ob im Eiwei8 Diketopiperazine vor- 
gebildet sind, noch nicht méglich sei. Erst dann, wenn ein solcher 
Beweis unter AusschlieBung anderer Méglichkeiten erfolgt ist, diirfen 
die erwihften Farbreaktionen zum Nachweis von solchen Atomgruppie- 


rungen im Eiwei8 verwendet werden. Nach meiner Ansicht spricht auf | 


Grund der mitgeteilten Befunde sehr vieles fiir die von mir angenommene 


Struktur der Proteine, jedoch erkenne ich voll und ganz an, da8 weitere F 


Beweise notwendig sind. Wogegen ich mich gewandt habe, ist der 


Umstand, da8 jedermann, der die Darstellung von Max Bergmann | 
liest, den Eindruck erhalten muB, als hitte ich einzig und allein an | 
Hand von Farbreaktionen auf die Anhydridstruktur der Proteine ge- | 
schlossen und als waren nunmehr, nachdem er — was, wie gesagt, | 
schon bekannt war — nachgewiesen hat, daB auBer Diketopiperazinen | 
auch andere Verbindungen gleiche Reaktionen geben, meine Vorstellungen | 
iiber die Struktur der Proteine vollkommen hinfillig. §.183 der oben | 


zitierten Arbeit von Komm und mir ist ibrigens mit aller Deutlichkeit @ 


zum Ausdruck gebracht: ,Unter allen Umstinden bleibt dem © 
direkten Nachweis bestimmter Atomgruppierungen im Ei- | 


weiBmolekil der Vorrang.“ 


In der Zusammenfassung der aus dem hiesigen Institut hervor- | 
gegangenen, mit Mitteln der Kaiser Wilhe!m-Gesellschaft zur Férderung | 
der Wissenschaften ausgefiihrten Untersuchungen iiber die Struktur der | 
Proteine sind alle oben erwahnten Punkte angefiihrt und sogar mit 
Nummern versehen. Die Mitteilung der Farbreaktionen triigt die Nr. 5. 
Sie ist an die letzte Stelle geriickt, um auch duBerlich darzutun, dad | 
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sie erst im Anschlu8 an die Befunde von Abbauprodukten aus Proteinen, 
die fiir das Vorkommen von Diketopiperazinen oder ihnlichen Strukturen 
im Eiwei8 sprechen, zur Verwertung gekommen sind. 

Die hoch bedeutsamen Arbeiten von Karrer und von Max Berg- 
mann, das Problem der EiweiSstruktur auf dem Wege der Synthese 
zu lésen, sind mir wohl bekannt. Von den angenommenen Atom- 
gruppierungen kommen ausschlieBlich solehe in Betracht, die der Grund- 
tatsache der EiweiSchemie entsprechen, nimlich der Abbaufihigkeit zu 
Aminosiuren unter der Wirkung von Fermenten. Alle iibrigen Még- 
lichkeiten scheiden fiir die Allgemeinheit der Proteine aus. Dabei bleibt 
noch die Méglichkeit, daS unverdauliche Proteine (Proteinoide) durch 
besonders strukturierte Komplexe ausgezeichnet sind, Ich habe mich 
bei meinen Uberlegungen iiber Strukturméglichkeiten der Proteine von 
dem Gedanken leiten lassen, daB die Méglichkeit des fermentativen 
Abbaues der angenommenen Atomgruppierungen gewahrt sein muB. 
Karrer hat Strukturméglichkeiten mitgeteilt, aus denen Diketopiperazine 
hervorgehen kénnen. 

Zum Schlusse méchte ich bemerken, da8 aus den experimentellen 
Mitteilungen aus dem hiesigen Institut mit aller Klarheit hervorgeht, 
da8 nicht angenommen wird, als sei iiber die Struktur der Proteine 
nach irgendeiner Richtung das letzte Wort gesprochen. Die Reduktions- 
und Oxydationsversuche werden in gréBerem MaBstabe nach den ver- 
schiedensten Richtungen fortgefiihrt. Vor allem wird versucht, die Aus- 
beuten an den einzelnen Verbindungen zu erhéhen. Ferner sind synthe- 
tische Versuche im Gange. Eines kann schon jetzt hervorgehoben 
werden: der Ausfall der Farbreaktionen und insbesondere der Pikrin- 
sdurereaktion ist stets in der Richtung erfolgreich gewesen, als an ihrer 
Hand solche Abbauprodukte aus Proteinen oder diese selbst hervor- 
gehoben werden konnten, die bei den Reduktions- und Oxydations- 
versuchen zu Verbindungen fiihren, die auf das Vorhandensein von Di- 
ketopiperazinen und ahnlichen Verbindungen hinweisen. 

Mit diesen Darlegungen miéchte ich die wenig fruchtbare Aus- 
einandersetzung abschlieBen und es der weiteren Forschung iiberlasssn, 
festzustellen, ob die von mir vertretenen Anschauungen iiber die Struktur 
der Proteine zutreffen, oder aber ob die erhobenen Befunde einschlieB- 
lich der Farbreaktionen sich auch mit anderen Strukturméglichkeiten 
in Einklang bringen lassen. Ich selbst bin der Ansicht, daB noch alles 
im Flusse ist. Der folgende Schlu8satz, der von Max Bergmann zum 
Ausgangspunkt seiner Darlegungen genommenen Mitteilung') mége be- 
legen, wie ich meine Anschauungen iiber die Struktur der Proteine be- 
wertet wissen méchte: ,,I[ch bin mir wohl bewuBt, daB noch eine weite 
Strecke miihevoller Forscherarbeit zuriickzulegen ist, bis die entwickelte 





) Die Naturwissenschaften, Jahrg. 12, S. 720 (1924). 
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Annahme des Aufbaues der Proteine restlos bewiesen ist. Die: er- 
wihnten Ergebnisse der neueren Forschung berechtigen jedoch ohne 
Zweifel zur Aufstellung einer Arbeitshypothese.“ Hinzufiigen méchte 
ich noch, was auch Karrer in allen seinen Arbeiten vorschwebt, daf 
eine volle Befriedigung nur eine solche Strukturvorstellung der Proteine 
rie zu geben vermag, die der Tatsache der besonderen Eigenschaften der 
EiweiBstoffe Rechnung triigt bzw. diese zu belegen vermag. Weder die 
Polypeptidtheorie noch die Annahme einer Kombination von Anhydriden 
mit Polypeptiden befriedigt in dieser Richtung. Es ist leicht méglich, 
daB die Proteinoide, d.h. die stabilen Proteine sich in ihrer Struktur 
By grundsatzlich anders verhalten, als die tibrigen Proteine, wie die Glo- 
one buline, Albumine usw. Hier kommen offenbar noch Strukturen hinzu, 
i die wir noch nicht kennen. Der Ubergang des genuinen Zustandes 
45 dieser Proteinarten in den denaturierten mit allen Ubergingen erfordert 
if Atomgruppierungen, die leicht verschiebbar sind. Es diirften tautomere 
ig Formen der Diketopiperazine und ahnliche Atomgruppierungen in Be- 
tracht kommen. Vielleicht fihrt in dieser Hinsicht auch die zuerst von 
E R. O. Herzog und dann von mir in Analogie zu den Polysacchariden 
Lay angenommene Verkniipfung von Anhydridkomplexen mittels Neben- 
et valenzen eine Rolle. Diese Bemerkungen sollen belegen, daB ich selbst 
, der Ansicht bin, daB meine Vorstellungen iiber den Aufbau der Proteine 
3 zur Zeit nur eine Arbeitshypothese darstellen, die allerdings durch viele 
Befunde experimenteller Arbeiten begriindet ist. Diese schlieBen jedoch 
nicht aus, daB uicht auch andere Atomgruppierungen durch sekundiire 
Umlagerungen zu den gleichen Ergebnissen fihren kénnen. Auf Um- 
lagerungen von Diketopiperazinen in andere Formen und umgekehrt 
weisen manche Beobachtungen iiber das Verhalten des Drehungs- 
vermégens optisch-aktiver Anhydride in alkalischer bzw. saurer Lésung 
hin. Es scheint, als ob die Gruppierungen: 


R OH & OH R 


isc 3% 
a 
ce 
Lp 
Bs ° 
Hie 
th 
rit 
Nb 
Fie 
ms 
er 
a> 


je nach den herrschenden Bedingungen ineinander iibergehen. Auch 
bei der Hydrolyse von Produkten, die einen Anhydridring und eine mit 
einem solchen verkniipfte Aminosiure enthalten, konnte mehrfach bei 
der Verfolgung des Abbaus unter Kontrolle des optischen Verhaltens 
festgestellt werden, da8 unerwartete Zwischenprodukte gebildet werden, 
d. h. die Hydrolyse fiihrte zunichst zu keinem der erwarteten Abbau- 
stufen. 
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